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Die Säugetiereizelle wird von einer extrazellulären Matrix, der Zona pellucida (ZP), umgeben, 
welche für die Regulierung der Befruchtung eine wesentliche Rolle spielt. Sie besteht aus 
drei Glykoproteinen (ZPA, ZPB, ZPC) und unterliegt während der Entwicklung und 
Befruchtung der Oocyte einer Reihe von Reifungs- und Transformationsprozessen. Die 
Modifizierung der Glykanseitenketten und die Disulfidbrückenbildung scheinen neben der 
Prozessierung des ZPA-Proteins für die Veränderung der Struktur der ZP bei der 
Befruchtung verantwortlich zu sein. Die porcinen ZP-Glykoproteine können von Oocyten im 
Germinalvesikel- (GV) Stadium für biochemische Untersuchungen in ausreichenden Mengen 
isoliert werden. Sie stellen somit ein interessantes Modell zur Charakterisierung von 
posttranslationalen Modifikationen dar. Das N-Glykosylierungsmuster des ZPB/ZPC-
Oligomers und die N-Glykanstrukturen der ZP sind bereits charakterisiert worden. In der 
vorliegenden Arbeit wurde deshalb die N-Glykosylierung und die Verteilung der oxidativ-
sensitiven Thiolgruppen vorwiegend des ZPA-Glykoproteins durch einen 
massenspektrometrischen Ansatz analysiert. In-Gel-Deglykosylierung des elektrophoretisch 
aufgetrennten Proteins und der Vergleich der N-Glykanprofile des nativen, desialylierten 
sowie desialylierten/Endo-ß-Galactosidase gespaltenen Glykoproteins ermöglichen unter 
Berücksichtigung der schon in den ZP Proteinen identifizierten Oligosaccharidstrukturen die 
Bestimmung der N-Glykane durch MALDI-ToF-MS. Die N-gebundenen Oligosaccharide sind 
bi-, tri- und tetraantennäre fucosylierte komplexe Strukturen mit und ohne repetierende N-
Acetyllactosamineinheiten, wobei biantennäre N-Glykane mit einem oder zwei terminalen 
Hexoseresten vorherrschen. Ein Signal entspricht einem High-Mannose-Typ N-Glykan, 
dessen Struktur durch MSn-Fragmentierungsmuster bestätigt wurde. Zur Identifizierung der 
N-Glykosylierungsstellen wurden die tryptischen Peptide des durch Endo-ß-Galactosidase 
partiell deglykosylierten ZP-Proteingemisches sowie des im Gel fragmentierten ZPA-Proteins 
durch Lektin-Affinitätschromatographie mit anschließender Reverse Phase-HPLC isoliert. 
MALDI-ToF-MS-Analysen der Glykopeptide und ihrer korrespondierenden Peptide ergaben, 
dass fünf der sechs N-Glykosylierungsstellen an den Positionen N84/93, N268, N316, N323 und 
N530 glykosyliert sind, wobei in dem N-terminalen-Peptid nur lediglich eine der beiden 
Positionen N84 und N93 Oligosaccharide trägt. Durch N-terminale Sequenzierung konnte 
bereits gezeigt werden, dass die Glykane an der Position N84 gebunden sind. Das 
Pentamannosylglykan wurde dem Asparaginrest N268 zugeordnet. Interessanterweise 
unterscheidet sich der neutrale Glykanpool des ZP-Proteingemisches von dem der in vitro 
gereiften Oocyten. Es wurde kein pentamannosyliertes Glykan nachgewiesen. Auch enthielt 
das N-Glykanprofil keine Signale im höhermolekularen Bereich für lactosaminylierte 
Strukturen. Für letztere Untersuchungen und für die Analyse der N-Glykane der ZP von 
Oocyten im GV-Stadium zur Etablierung einer MALDI-ToF-MS-Methode für sulfatierte 
Oligosaccharide wurden die Proteine aufgrund ihrer geringen Menge On-Blot deglykosyliert. 
Die Daten zeigen, dass sich die N-Glykosylierung sowohl von orthologen ZP-Proteinen als 
auch in der ZP einer Spezies von Oocyten verschiedener Entwicklungsstadien unterscheidet.  
Zur Charakterisierung der Verteilung von freien Cysteinresten im ZPA-Protein im Hinblick auf 
ihre biologische Funktion wurden die oxidativ-sensitiven Thiolgruppen der ZP mit Biotin-
konjugiertem Jodacetamid (BIAM) markiert, und die biotinylierten tryptischen Peptide des 
durch Reverse Phase-HPLC angereicherten ZPA-Proteins nach MALDI-ToF-MS-Analysen 
über ihre m/z-Werte identifiziert. Die Tatsache, dass die Cys-SH-Reste vorwiegend sowohl 
BIAM-markiert als auch nicht modifiziert und/oder carbamidomethyliert vorlagen, zeigt, dass 
die ZP von Oocyten im GV-Stadium kein definiertes Muster von oxidativ-sensitiven 
Thiolgruppen enthält.  
Insgesamt tragen die Daten zum Verständnis der porcinen ZP-Struktur bei und stützen ein 
zukünftiges Interesse an der Charakterisierung von posttranslationalen Modifikationen von 
Oocyten in verschiedenen Entwicklungsstadien. 
Schlagwörter: Glykosylierung, oxidativ-sensitive Thiolgruppen, MALDI-ToF-MS 
  
Summary 
The mammalian oocyte is encased by a transparent matrix, the zona pellucida (ZP), which 
plays an essential role in the regulation of fertilization. The ZP consists of three glycoproteins 
(ZPA, ZPB, ZPC) and undergoes several maturation and transformation processes during 
development and fertilization of the oocyte. Modification of glycans and formation of disulfide 
linkages together with processing of the ZPA protein seem to be responsible for the 
alteration of the ZP structure during fertilization. The porcine ZP glycoproteins of oocytes at 
the germinal vesicle (GV) stage can be isolated on large scale for biochemical analysis, thus 
demonstrating an interesting model for characterization of posttranslational modifications in 
proteins. The N-glycosylation pattern of the ZPB/ZPC oligomer and the glycan structures of 
the ZP have been recently described. In this work the N-glycosylation and distribution of free 
oxidative-sensitive thiol residues predominantly of the ZPA glycoprotein were determined by 
a mass spectrometric approach. In-gel deglycosylation of the electrophoretically separated 
protein and comparison of the N-glycan profiles of the native, desialylated and 
desialylated/endo-ß-galactosidase-treated glycoprotein allow the assignment of the glycan 
structures by MALDI-ToF MS by considering the identified oligosaccharide structures of the 
ZP proteins. The N-linked oligosaccharides are bi-, tri- and tetraantennary α1,6 fucosylated 
complex structures with and without N-acetyllactosamine repeating units, whereas the 
majority of the N-glycans are biantennary structures carrying one or two terminal hexose 
residues. Furthermore, a distinct signal correlates with a high-mannose typ glycan, whose 
structure was confirmed by MSn fragmentation. For the identification of the N-glycosylation 
sites the tryptic peptides of the endo-ß-galactosidase-treated ZP protein mixture and of in gel 
digested ZPA were isolated by lectin affinity chromatography and reverse-phase HPLC. 
MALDI-ToF MS analysis of the glycopeptides and their corresponding peptides lead to the 
identification of five out of six putative N-glycosylation sites at N84/93, N268, N316, N323 and N530, 
while in the N-terminal peptide only one of the two sites N84 and N93 was found to be 
glycosylated. N-terminal sequencing has already shown, that the the glycans are localised at 
site N84. The pentamannosyl N-glycan was mapped to the position at Asn268. However in the 
neutral N-linked oligosaccharides of in vitro maturated oocytes no pentamannosyl glycan 
was detected. Also, the N-glycan profil did not contain signals for high-mass glycans with 
lactosamine repeats. Because of the minor amount of the examinated oligosaccharides in 
the latter case and in the analysis of the N-glycans of oocytes at the GV stage for the 
establishment of a MALDI-ToF MS method for sulfated oligosaccharides proteins were on-
blot deglycosylated.  
The combined data indicate that the N-glycosylation differs in orthologous ZP proteins as 
well as in the ZP of oocytes in different development stages.  
In order to characterize the distribution of free cystein residues in the ZPA protein in view of 
their biological function, the oxidative-sensitive thiol residues were labeled with biotin-
conjugated iodacetamid (BIAM). The biotinylated tryptic peptides of Reverse Phase-HPLC 
enriched ZPA protein were identified by m/z. The Cys-SH residues were parallel labeled with 
BIAM or iodacetamide and/or unmodified, indicating no well-defined pattern of oxidative-
sensitive thiol groups in the ZP of oocytes at GV stage.  
Alltogether the data contribute to the understanding of porcine ZP structure. 
Keywords: glycosylation, oxidative-sensitive thiol residues, MALDI-ToF-MS 
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1 Einleitung 
1.1 Proteom- und Glykomanalysen 
Durch die Entzifferung des menschlichen Genoms und laufende Genomprojekte 
anderer Spezies existiert eine Fülle von Sequenzinformationen über Proteine, 
welchen nun eine Funktion zugeordnet werden muss. Posttranslationale 
Modifikationen von Proteinen wie die Bildung von Disulfidbrücken, 
Phosphorylierungen und Glykosylierungen spielen für die Funktion eines Proteins 
eine bedeutende Rolle; sie sind jedoch nicht ohne weiteres über einen 
molekularbiologischen Ansatz zu analysieren. Daher ist es erforderlich, die Proteine 
auf biochemischer Ebene zu charakterisieren. Aufgrund der Fortschritte in den 
letzten Jahren und ihrer hohen Sensitivität wird die Massenspektrometrie in 
Kombination mit Separationsmethoden und computergestützten Datenbanken zur 
Analyse von funktionellen Biomolekülen wie Proteinen und Glykanen eingesetzt. 
Hierbei haben sich die Matrix-Assistierte Laser-Desorption/Ionisierung (MALDI) und 
die Elektrosprayionisierung (ESI) bewährt. Die Entwicklung von MSn-
Fragmentierungen ausgewählter Ionen ermöglicht neben der Bestimmung der 
Komplettmassen auch die Sequenzierung von Molekülen. Dies führte nach 
Genomics zur Entwicklung einer Proteomics und Glycomics Ära.  
Die Proteomanalyse beabsichtigt die systematische Charakterisierung von Proteinen 
sowie deren Identifizierung und Modifikationsanalyse. Die Bestimmung des 
Peptidmassenfingerabdruckes und MSn-Fragmentierungen erfolgen hierbei mit 
proteolytisch erzeugten Peptiden.  
Für die Glykomanalyse werden die Glykane enzymatisch oder chemisch von 
Proteinen abgespalten und ein Glykanprofil erstellt. Die Deglykosylierung von N-
Glykanen erfolgt mit rekombinanten Enzymen, wohingegen O-Glykane hauptsächlich 
chemisch abgespalten werden. Eine gleichzeitige MSn-Fragmentierung des Peptids 
und der gebundenen Glykane ermöglicht eine parallele Analyse des Glykanprofils 
und des Peptids einer Glykosylierungsstelle (Zamfir et al., 2005). 
Die Glykosylierung ist eine der wichtigsten posttranslationalen Modifikationen von 
Proteinen, da N- und O-Glykane essentielle zelluläre Erkennungs- und 
Kommunikationsmechanismen vermitteln. Die Bindung eines Spermatozoons an die 
Oocyte in der Befruchtungskaskade ist ein klassisches Beispiel für ein Kohlenhydrat-
vermitteltes Ereignis von Zellen. Hierbei binden Oberflächen-assoziierte 
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Spermienproteine mit hoher Affinität an Kohlenhydrate der die Oocyte umgebenden 
Zona pellucida (ZP). Nach der Fusion des Spermatozoons und der Oocyte wird die 
Struktur der ZP unter anderem durch Proteinasen, Glykosidasen und die Bildung von 
intra- und intermolekularen Disulfidbrücken in einer Weise verändert, dass 
nachfolgende Spermatozoen nicht mehr an die ZP binden oder diese penetrieren 
können. Die ZP stellt somit ein gutes Modell für Proteom- und Glykomanalysen eines 
biologisch bedeutenden Systems dar.  
1.2 Co-Evolution der Gameten und die Befruchtungskaskade 
Die Fortpflanzung ist ein wesentliches Kennzeichen von Lebewesen. Während bei 
der asexuellen Fortpflanzung das identische Erbmaterial an die folgende Generation 
weitergegeben wird, kommt es bei der sexuellen Fortpflanzung zusätzlich zu einer 
Rekombination der Gene und damit zur Entstehung genetischer Vielfalt. Bei den 
Säugetieren haben sich hierfür zwei haploide Zelltypen, die Oocyte und das 
Spermatozoon, spezialisiert, welche bei der Befruchtung im weiblichen Genitaltrakt 
fusionieren. Dieser Vorgang ist durch eine hoch aufeinander abgestimmte Sequenz 
von zellulären Interaktionen gekennzeichnet und resultiert in der Vereinigung der 
haploiden Kerne, so dass eine diploide Zygote entsteht. Aus dieser geht ein neues 
Individuum hervor, das die Genome der morphologisch unterschiedlichen Gameten 
in sich vereinigt (Gilbert, 1997).  
Die evolutionäre Radiation der Säugetiere ging mit der Entwicklung von 
Unterklassen-spezifischen Merkmalen der männlichen und weiblichen Gameten 
einher. Die Gameten mussten sich jeweils den neuen Erfordernissen anpassen, was 
eine reziproke Einflussnahme wahrscheinlich werden lässt (Bedford, 1991, 2004). 
Die Oocyte muss für den Beginn der Entwicklung und des Wachstums eines neuen 
Individuums das Cytoplasma und die biochemische Maschinerie stellen. Das enorme 
Volumen des Cytoplasmas und der in ihm liegende große Nucleus werden von der 
Plasmamembran und der oberhalb dieser gelegenen extrazellulären Matrix, der Zona 
pellucida, umhüllt (siehe Abb. 1.1; Gilbert, 1997). 





cortikale Granula  
Abb. 1.1: Schematische Darstellung einer Oocyte mit Cumulus oophorus. 
 
Die aus Glykoproteinen aufgebaute ZP dient dem Schutz der Oocyte und vermittelt 
Spezies-selektive Erkennung zwischen den Gameten (Töpfer-Petersen, 1999a). 
Unterhalb der Plasmamembran sind die cortikalen Granula angeordnet, deren 
proteolytischen Enzyme bei der Verhinderung polyspermer Befruchtung eine wichtige 
Rolle spielen (siehe Abb. 1.1; Yanagimachi, 1994; Ducibella, 1996).  
Im Verlauf der Evolution der Säugetiere kam es zu einer Reduktion der Größe der 
Oocyte sowie einer Zunahme der Elastizität und Dicke der ZP. Während die etwa 
3,5-4 mm im Durchmesser große Eizelle der Kloakentiere (Prototheria) von einer 
weniger als 0,5 µm dicken Protease-sensitiven ZP umgeben ist, beträgt die Größe 
der Oocyte der Beuteltiere (Marsupialia) im Durchschnitt 120-240 µm und die Dicke 
ihrer ZP 1,0-2,0 µm. Im Gegensatz hierzu ist die Oocyte der Placentalia (Eutheria) im 
Durchmesser relativ klein (50-180 µm). Die Dicke ihrer ZP variiert zwischen 6-8 µm 
bei Nagetieren und 13-27 µm bei Mensch, Rind oder Schwein. Ihre ZP ist neben ihrer 
Elastizität zusätzlich relativ Protease-resistent und wird bei den meisten Spezies zum 
Zeitpunkt der Befruchtung von mehreren Lagen Cumuluszellen, dem Cumulus 
oophorus, umgeben (Bedford, 1991, 2004).  
Die ZP der Säugetiere wird während der frühen Stadien der Entwicklung der Oocyte 
gebildet. Die primäre Oocyte arretiert nach Beginn der Meiose je nach Spezies für 
Monate oder Jahre im Stadium der Prophase I (Diplotän). Während der Arretierung 
vergrößert sie sich um das 100fache ihres Volumens. Es werden spezifische 
Proteine und mRNA synthetisiert, welche die Oocyte für die Wiederaufnahme der 
Meiose und die folgende Maturation benötigt. Im Primordialfollikel wird die Oocyte 
von flachen, einschichtigen Granulosazellen umgeben. Mit dem Beginn der 
Wachstumsphase nehmen sie eine kubische Form an, und man spricht vom 
Primärfollikel. Anschließend entwickelt sich der Follikel durch aktive Proliferation der 
Granulosazellen, wodurch das Epithel mehrschichtig wird (Sekundärfollikel). 
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Zwischen der Oocyte und den Follikelzellen beginnt sich die Zona pellucida zu 
formen. Der Follikel wird mit der Bildung einer flüssigkeitsgefüllten Follikelhöhle zum 
Tertiärfollikel, und der Cumulus oophorus entsteht. Der voll entwickelte Follikel setzt 
aufgrund des cyclus-abhängigen Gonadotropinanstieges die Meiose vom 
Prophase I-Stadium (Germinalvesikel- (GV) Stadium) zur Metaphase II fort. In 
diesem Stadium arretiert die sekundäre Oocyte, die erst während der Befruchtung 
die zweite Reifeteilung vollendet, erneut. Die ablaufenden Prozesse zwischen der 
Wiederaufnahme der Meiose und der Arretierung im Metaphase II-Stadium werden 
Eizellreifung, Maturation, genannt (Liebich, 1990; Miyano, 2005). Die Oocyte muss 
sowohl eine Kernreifung (GVI- bis IV-Stadium bis Metaphase II-Stadium; 
Motlik und Fulka, 1976) als auch eine cytoplasmatische Reifung durchlaufen, um 
befruchtungsfähig zu werden (Eppig, 1996; Suzuki et al., 1994). Letztere beinhaltet 
eine Umstrukturierung der Zellorganellen, wobei sich beim Schwein unter anderem 
die cortikalen Granula unterhalb der Plasmamembran anordnen (Ducibella, 1996; 
Cran, 1985).  
Oocyten im GV-Stadium verschiedener Follikelstadien aus Schlachthausmaterial 
können in vitro bis zum Erreichen des Metaphase II-Stadiums gereift werden 
(Prather und Day, 1998). Rath et al. (2005) konnten nachweisen, dass während der 
In-vitro-Reifung biochemische Veränderungen an der porcinen ZP stattfinden. Dies 
zeigt, dass der Reifungsprozess der Oocyte ebenfalls eine Maturation der ZP 
beinhaltet. 
Das Spermatozoon ist für seine Aufgabe, sein genetisches Material zur Oocyte zu 
transportieren, funktionell gut ausgestattet. Es besitzt im Gegensatz zur Eizelle sehr 
wenig Cytoplasma und die Fähigkeit zur Eigenbewegung. Sämtliche Abschnitte des 
Spermiums werden von einer Plasmamembran umhüllt, die sich durch eine 
ausgeprägte Regionalisierung auszeichnet (Eddy und O`Brian, 1994). Die 
benachbarten Membranareale besitzen unterschiedliche Lipidzusammensetzungen 
und korrelieren mit den verschiedenen Funktionen der einzelnen 
Spermatozoenkompartimente (Holt, 1984). Die Funktionseinheiten des 
Spermatozoons - Kopf, Hals und Flagellum - sind lichtmikroskopisch zu 
unterscheiden. Der Kopf wird fast vollständig von dem stark kondensierten Nucleus 
eingenommen und ist zum Teil vom Akrosom bedeckt. Das Akrosom entsteht aus 
Vesikeln des Golgi Apparates und enthält hydrolytische Enzyme wie Hyaluronidase, 
Neuraminidase und Akrosin, welche die Penetration der ZP ermöglichen. Der 
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Spermatozoenhals ist ein bewegliches Gelenkstück zwischen Kopf und Schwanz. Er 
enthält das proximale sowie Reste des distalen Centriols. Das proximale Centriol 
wird nach der Befruchtung für die erste Teilung der Zygote benötigt, da der Oocyte 
zur Bildung des Spindelapparates ein eigenes Centriol fehlt. Das Flagellum wird in 
ein Mittel-, Haupt- und Endstück unterteilt. Es dient der eigenen Fortbewegung im 
weiblichen Genitaltrakt, um die Eizelle zu erreichen (Eddy und O´Brian, 1994). 
Der Grundbauplan des Spermatozoons ist im Verlauf der Evolution der Säugetiere 
erhalten geblieben, allerdings kam es parallel zur Radiation der ZP zu adaptiven 
Modifikationen von Motilität des Spermiums und Morphologie des Akrosoms. Das 
Spermatozoon der Prototheria enthält einen fragilen primitiven Kopf und ein 
Flagellum mit dicht gepackten Mikrotubuli, die jedoch lediglich rudimentär veranlagt 
sind. Bei den Beuteltieren tritt dagegen eine ungewöhnliche Anordnung des 
Akrosoms im Spermatozoenkopf auf, welche mit der Zunahme der Dicke der ZP 
einhergeht. Ihr Akrosom sitzt asymmetrisch auf der dorsalen Seite des Nucleus, 
während es bei den Kloakentieren und Placentalia an der Spitze des Nucleus 
symmetrisch angeordnet ist. Das Design des Kopfes ermöglicht die 
Kontaktaufnahme der gesamten akrosomalen Fläche mit der ZP. Das 
Spermatozoenflagellum enthält eine charakteristische 9 + 2-Anordnung der 
Mikrotubuli und im Mittelstück Mitochondrien, die die für die Bewegung erforderliche 
Energie produzieren. Disulfidbrücken in den Mikrotubulistrukturen führen zur 
Stabilisierung und einer gerichteten Bewegung. Für die Penetration der dicken und 
stabilen ZP der Placentalia führt die Disulfidbrückenbildung unter anderem zwischen 
thiolreichen Protaminmolekülen des Chromatins im Nucleus und Proteinen des 
perinuclearen Materials insgesamt zu einer stabileren Kopfstruktur des 
Spermatozoons. Dies erhöht die physikalische Penetrationsfähigkeit des Spermiums 
durch die ZP. Der Spermatozoenschwanz ist entsprechend komplex aufgebaut wie 
bei den Beuteltieren (Bedford, 1991, 2004).  
Bei den Placentalia gelangen nach der Ejakulation mehrere Millionen Spermien in 
den weiblichen Genitaltrakt. Wenige Tausende wandern in den Eileiter ein und 
lediglich eine geringe Anzahl erreicht den Ort der Befruchtung, die Ampulla. 
Schließlich befruchtet ein einziges Spermatozoon die Oocyte (siehe Abb. 1.2; Hunter, 
1981). Bei den meisten Spezies stellt der caudale Teil des Isthmus ein funktionelles 
Spermienreservoir da, in dem die Lebensfähigkeit der Spermien erhalten bleibt und 
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ihre Motilität für einen bestimmten Zeitraum unterdrückt wird (Töpfer-Petersen, 
1999a). 
                          
Induktion der Akrosomreaktion
Kapazitation Bindung und Erkennung
Penetration der ZP
Fusion der Gameten
Exozytose der cortikalen Granula   
Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Befruchtungskaskade. 
 
Um eine Oocyte befruchten zu könnnen, müssen die Spermien einen 
Reifungsprozess durchlaufen, der als Kapazitation bezeichnet wird. Die Kapazitation 
schafft die Voraussetzungen für die Bindung an die Oocyte und die sich 
anschließende Akrosomreaktion (Tulsiani et al., 1997). Hierbei werden Oberflächen-
assoziierte Komponenten des Seminalplasmas von den Spermien entfernt (Oliphant, 
1976; Reyes et al., 1975) sowie Membrankomponenten biochemisch modifiziert. Die 
Abnahme der negativen Oberflächenladung der Spermatozoen resultiert aus der 
Abspaltung von Sialinsäuren und Sulfatresten der Glykoproteine durch Hydrolasen 
des weiblichen Genitalsekrets (Langlais et al., 1981). Zusätzlich wird Cholesterin aus 
der Plasmamembran entfernt. Dies führt zu einer erhöhten Membrandurchlässigkeit 
und zu einem zweiphasigen Calciuminflux. Während der zweite, massive Influx für 
die Auslösung der anschließenden Akrosomreaktion verantwortlich ist, scheint die 
erste Phase mit der Kapazitation verbunden zu sein (Fraser, 1995). Die Aktivierung 
einer Ca 2+-abhängigen Adenylatcyclase bewirkt über weitere 
Enzymaktivierungskaskaden Phosphorylierung von Tyrosinresten in verschiedenen 
Spermienproteinen (Visconti und Kopf, 1998; Visconti et al., 1998). Die 
Kapazitationsprozesse und die Veränderung des Bewegungsmusters der Spermien - 
auch als Hyperaktivierung bezeichnet - ermöglichen, dass sie sich vom 
Oviduktepithel ablösen und sich der Oocyte entgegenbewegen können (Suarez, 
1998). Das kapazitierte Spermatozoon erkennt und bindet an die ZP der Oocyte. 
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Diese so genannte primäre Bindung erfolgt über Oligosaccharidstrukturen der ZP 
und komplementäre Kohlenhydrat-bindende Proteine des Spermiums und führt zur 
Induktion der Akrosomreaktion (Töpfer-Petersen, 1999b). Hierbei werden in einem 
exozytotischen Prozess durch vielfältige Fusionen der äußeren akrosomalen 
Membran mit der darüber liegenden Plasmamembran lytische Enzyme freigesetzt. 
Die Verschmelzung der Membranen wird durch unterschiedliche 
Signaltransduktionsmechanismen, die zu einem massiven Ca 2+-Influx führen, 
ausgelöst (Fraser, 1993). Das Akrosom-reagierte Spermatozoon bindet anschließend 
vorübergehend über Kohlenhydrat-Sulfat-Erkennungsmechanismen an die ZP 
(sekundäre Bindung; Töpfer-Petersen, 1999b; Howes et al., 2001). Die 
hyperaktivierte Motilität des Spermatozoons und die partielle Hydrolyse der ZP durch 
die freigesetzten Enzyme ermöglichen die Penetration der extrazellulären Matrix 
(Töpfer-Petersen, 1999a, b). Das Spermium lagert sich tangential mit der ganzen 
Fläche des Kopfes an die Plasmamembran der Eizelle. Nach der Fusion der 
Plasmamembranen beider Gameten wird zunächst der Spermatozoenkopf und dann 
das ganze Spermatozoon in einem Phagozytose-ähnlichen Prozess aufgenommen. 
Durch das Eindringen des Spermatozoons kommt es zur Aktivierung der Oocyte, die 
in der Vollendung der Meiose und der Exozytose der cortikalen Granula resultiert. 
Letztere geben ihren Inhalt in den perivitellinen Spaltraum ab (cortikale Reaktion). 
Die Komponenten modifizieren die ZP-Proteine derart, dass kein weiteres Erkennen, 
Binden und Penetrieren der ZP durch Spermien möglich ist (langsamer 
Polyspermieblock). Diese Reaktion wird als Strukturveränderungen der ZP-Proteine 
nach der Befruchtung in Kapitel 1.5 angesprochen. Weiterhin kommt es unmittelbar 
nach der Fusion der Gameten zu einer Umstrukturierung der Plasmamembran durch 
Depolarisierung, welche ebenfalls sicherstellen soll, dass nur ein Spermatozoon die 
Oocyte befruchtet. Diese Maßnahme wird als schneller Polyspermieblock bezeichnet 
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1.3 Zona pellucida 
1.3.1 Funktion und Struktur der ZP von Säugetieren 
Die ZP ist eine extrazelluläre Matrix, welche die Oocyte und die frühen Stadien der 
Säugetierembryonen umgibt. Sie erfüllt wichtige Funktionen sowohl während der 
Befruchtung als auch der frühen embryonalen Entwicklung. So vermittelt die ZP 
Spezies-selektive Erkennung und Bindung zwischen der Oocyte und dem 
kapazitierten Spermatozoon (Sinowatz et al., 2003; Töpfer-Petersen, 1999a) und 
induziert anschließend die Akrosomreaktion, wodurch die Penetration durch die 
Matrix ermöglicht wird. Weiterhin verhindern Strukturveränderungen der ZP nach der 
Befruchtung eine Polyspermie. Die modifzierte ZP schützt zusätzlich die befruchtete 
Eizelle und den sich entwickelnden Embryo vor physikalischen Einflüssen im Ovidukt 
(Wassarman, 1988; Yanagimachi, 1994). 
Der auffälligste morphologische Unterschied der ZP verschiedener Spezies ist ihre 
relative Dicke. Sie beträgt bei der Maus 5 µm, bei Mensch und Schwein 13-16 µm 
(Dunbar und Wolgemuth, 1984; Dunbar et al., 1991) und beim Rind 27 µm (Dunbar 
et al., 1994). Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen, dass die ZP aus 
verschiedenen Schichten und einem Netzwerk mit zahlreichen Poren aufgebaut ist. 
Die äußere Schicht ist durch eine gitterartige Struktur mit Löchern gekennzeichnet, 
wohingegen der innere Bereich eine regelmäßige rauhe Oberfläche aufweist 
(Phillips und Shalgi, 1980; Keefe et al., 1997). Die Größe der Löcher variiert bei 
verschiedenen Spezies, und die größten Poren sind auf der äußeren Oberfläche 
lokalisiert, wobei ihr Durchmesser zentripetal abnimmt (Nikas et al., 1994). Die Form 
der Poren unterscheidet sich innerhalb der ZP, aber auch bei der ZP verschiedener 
Arten. Viele Zonae pellucidae besitzen eher elliptisch geformte als kreisförmige 
Poren (Vanroose et al., 2000).  
Während der Reifung und Befruchtung der Oocyte verändert sich die Architektur der 
ZP. Bei bovinen Oocyten zeichnet sich die Oberfläche durch eine weitmaschige 
Strukturierung mit tiefen Löchern aus. Nach In-vitro-Reifung ist das Netzwerk feiner 
und die Löcher weniger tief. Dagegen ist die ZP bei in vitro befruchteten Oocyten frei 
von netzartigen Strukturen, und die Matrixlagen erscheinen miteinander ver-
schmolzen (Suzuki et al., 1994). Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen 
beim Schwein zeigen, dass sich auch die Morphologie der ZP von in vitro gereiften 
und ovulierten Oocyten unterscheidet (Rath et al., 2005; Funahashi et al., 2000).  
   Einleitung 
 9
Auf molekularer Ebene besteht die ZP der meisten Säugetiere aus drei hoch 
spezifisch ausgebildeten Glykoproteinen mit einem hohen Anteil von heterogenen 
Glykanen (Dunbar et al., 1994; Töpfer-Petersen, 1999a, b). Neueste 
Untersuchungen ergaben, dass die humane ZP aus vier Glykoproteinen aufgebaut 
ist (siehe Tab. 1.1; Lefievre et al., 2004). Die Benennung der ZP-Proteine erfolgte 
durch zahlreiche verschiedene Nomenklaturen. Bei der Maus wurden die 
Glykoproteine zunächst entsprechend ihres abnehmenden Molekulargewichtes als 
mZP1 (200 kDa), mZP2 (120 kDa) und mZP3 (83 kDa) benannt (siehe Tab.1.1; 
Bleil und Wassarman, 1980).  
Die porcinen ZP-Proteine werden gelelektrophoretisch in zwei Banden bei 90 kDa 
(ZP1) und 55 kDa (ZP3) aufgetrennt. Yurewicz et al. (1987) konnten zeigen, dass die 
ZP3-Komponente ein Gemisch von zwei verschiedenen Proteinen (ZP3α und ZP3ß) 
darstellt. Unter reduzierenden Bedingungen erscheinen jedoch vier Glykoproteine mit 
einem Molekulargewicht von 90 kDa, 65 kDa, 55 kDa und 25 kDa, die als ZP1, ZP2, 
ZP3 und ZP4 bezeichnet wurden. Dies beruht auf einer partiellen Spaltung des ZP1-
Proteins in die Komponenten ZP2 und ZP4, welche durch Disulfidbrücken 
miteinander verbunden sind (Dunbar et al., 1985; Wardrip und Hedrick, 1985; 
Hedrick, 1993).  
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Erst die Bestimmung der Aminosäuresequenz der ZP-Glykoproteine verschiedener 
Spezies durch Klonierung der cDNA ermöglichte die Einführung eines Spezies-
übergreifenden Systems zur Charakterisierung der Proteine. Die ZP-Komponenten 
wurden entsprechend der Länge ihrer cDNA in die orthologen Genfamilien ZPA, ZPB 
und ZPC klassifiziert (Harris et al., 1994). Die Aminosäuresequenz der einzelnen ZP-
Glykoproteine ist während der Evolution hoch konserviert, und die einzelnen 
Glykoproteinfamilien weisen 50-98% Homologie auf DNA-Ebene auf (Epifano und 
Dean, 1994; McLeskey et al., 1998). Posttranslationale Modifikationen und 
Prozessierungen der ZP-Proteine erfolgen jedoch Spezies-spezifisch und resultieren 
in einer Heterogenität der gebundenen Oligosaccharide sowie in unterschiedlichen 
Längen der Polypeptidketten (Töpfer-Petersen, 1999a; Yonezawa und Nakano, 
2003). 
Phylogenetische Analysen ergaben, dass die ZP-Genfamilien der Vertebraten durch 
Genduplikationen hervorgegangen sind, welche in mindestens vier paralogen 
Gruppen der ZP-Gene (ZPA, ZPB, ZP1 und ZPC) resultierten (siehe Abb. 1.3; Breed 




























Abb. 1.3: Phylogenetischer Baum der ZP-Gene (modifiziert nach Breed et al., 2002). 
Genduplikationen sind durch graue Kreise dargestellt. 
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Spargo und Hope (2003) unterteilen die ZPB-Genfamilie in die ZPB1-, ZPB2- und 
ZPB-Gengruppen, wobei das murine ZP1-Glykoprotein durch das Paralog ZPB1 
codiert wird. Sie schlagen eine Klassifizierung der ZP-Proteine unter 
Berücksichtigung der paralogen Gene vor.  
Die ZP-Gene werden während der Follikulogenese Spezies-spezifisch exprimiert, 
und die Proteine sezerniert (Sinowatz et al., 2001). Bei der Maus werden die ZP-
Proteine ausschließlich in der wachsenden Oocyte synthetisiert 
(Wassarman und Kinloch, 1992; Epifano et al., 1995). Bei anderen Arten wie 
Schwein, Rind, Kaninchen und Mensch erfolgt die Synthese Stadium-spezifisch 
sowohl in der Oocyte als auch in den Granulosazellen (Sinowatz et al., 2001). ZPB 
und ZPC werden beim Schwein und Rind vorwiegend im Stadium des Primärfollikels 
von der Eizelle exprimiert. Während der follikulären Entwicklung tragen auch die 
Follikelzellen in zunehmendem Ausmaß zur Proteinsynthese der ZP bei. Im porcinen 
System übernehmen die Granulosazellen und die Corona Radiata des tertiären bzw. 
preovulatorischen Follikels fast vollständig die Synthese. Beim Rind dagegen 
synthetisiert die Oocyte während der gesamten Follikulogenese ZP-Proteine 
(Sinowatz et al., 1995; Kölle et al., 1996, 1998). 
Die unterschiedlichen Biosynthesemuster bei Maus und anderen Spezies scheinen 
zu den erheblichen Unterschieden in der ZP-Struktur beizutragen (Töpfer-Petersen et 
al., 2000). In der Maus wird die relativ dünne Matrix durch lange Filamente von 
periodisch angeordneten Heterodimeren des ZPA- (ZP2) und ZPC- (ZP3) 
Glykoproteins gebildet, welche zufällig durch Disulfidbrücken verbundene 
Homodimere des ZPB- (ZP1) Proteins quervernetzt werden (siehe Abb. 1.4a; 
Wassarman und Mortillo, 1991). Die einzelnen Proteine sind durch nicht-kovalente 
Bindungen miteinander verknüpft. Das für die Maus entwickelte Modell kann jedoch 
nicht auf die dicke porcine ZP übertragen werden. 









Abb. 1.4: Schematische Darstellung der Polymerisierung der ZP-Proteine bei    
Maus (a) und Schwein (b). 
 
Beim Schwein bilden ZPB- und ZPC-Proteine ungefähr im äquimolaren Verhältnis 
höhermolekulare heteromultimere Komplexe (siehe Abb. 1.4b). Isoliertes ZPB liegt 
vorwiegend monomerisch vor, wohingegen ZPC-Proteine auch Aggregate mit 
Molekulargewichten von 300 und 160 kDa bilden (Yurewicz et al., 1998). 
1.3.2 Domänenstruktur der ZP-Proteine 
Die Propeptide der ZP-Glykoproteine verschiedener Spezies zeichnen sich durch 
eine modulare Struktur mit einer hydrophoben N-terminal gelegenen Signalsequenz, 
einer ZP-Domäne und einer hydrophoben Transmembrandomäne aus. Vor der 
Letzteren liegt stromaufwärts eine Konsensus-Furinspaltstelle (siehe Abb. 1.5; 
Prasad et al., 2000). Die ZP-Proteine gehören neben weiteren strukturellen 
Komponenten (z. Bsp. Tektorin), Rezeptoren (z. Bsp. TGF-ß TypIII) sowie 
Tumorsupressoren zu der Familie der ZP-Domänen-Proteine, welche meist auch 
glykosyliert sind (Jovine et al., 2005).  
Die ZP-Domäne ist zusammen mit der Transmembrandomäne für die 
Polymerisierung der Proteine in Filamente verantwortlich (Jovine et al., 2002).  
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Abb. 1.5: Schematische Darstellung der Domänenstruktur von porcinen ZP-
Proteinen. 
(a) Cysteine sind durch schwarze Balken dargestellt. Das reife ZPB ist N- 
(Asp137) und C-terminal (Ala462) und das ZPC-Protein C-terminal prozessiert 
(Ser332). Das ZPC-Glykoprotein ist zusätzlich N-terminal blockiert (Pyro-Gln23) 
(Töpfer-Petersen et al., 2000; Yonezawa und Nakano, 2003). 
(b) Subdomänenstruktur der ZP-Domäne (modifiziert nach 
Yonezawa und Nakano, 2003). Cysteinreste einer Subdomäne bilden 
untereinander Disulfidbrücken. Konservierte Cysteine sind durch gestrichelte 
Linien miteinander verbunden. 
 
Sie besteht aus etwa 260 Aminosäuren mit acht konservierten Cysteinen und 
konservierter Hydrophobizität, Polarität und Turn-bildenden Tendenzen an 
zahlreichen Positionen (Bork und Sander, 1992). Dies lässt eine ähnliche 
dreidimensionale Struktur bei verschiedenen Spezies vermuten (Töpfer-Petersen, 
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1999a). Weiterhin wird für die ZP-Domäne ein hoher Anteil von ß-Faltblattstrukturen 
vorhergesagt (Jovine et al., 2005).  
Die aus 40 Aminosäuren bestehende Signatursequenz der ZP-Domäne ist innerhalb 
des ZPB- (ZP1) Proteins aller Spezies mit Ausnahme der Maus konserviert. Das 
murine Modul unterscheidet sich in einer Aminosäure (Prasad et al., 2000).  
MS-Analysen der ZP-Proteine bei Maus (Boja et al., 2003) und Schwein 
(Yonezawa und Nakano, 2003) ermöglichen eine Unterteilung der ZP-Domäne in 
zwei Submodule, die durch definierte Muster von Disulfidbrücken charakterisiert sind 
(siehe Abb 1.5b; Jovine et al., 2005). Jovine et al. (2004) identifizierten in den 
murinen ZP-Proteinen kurze hydrophobe konservierte Motive, das IHP (Internal 
Hydrophobic Patch) und das EHP (External Hydrophobic Patch). Das IHP liegt 
innerhalb der Subdomäne 1, während das EHP zwischen der 
Furinprozessierungsstelle und der Transmembrandomäne lokalisiert ist. 
Die ZPB-Glykoproteinfamilie enthält N-terminal zur ZP-Domäne eine zusätzliche 45 
Aminosäuren lange Kleeblattdomäne (P-Domäne), in der sechs konservierte 
Cysteine in einer Kleeblatt-ähnlichen Struktur angeordnet sind (siehe Abb. 1.5). Dies 
führt zu einer Resistenz des Proteins gegenüber proteolytischem Abbau (Bork, 
1993). Die Kleeblattdomäne zeichnet sich durch eine aus 22 Aminosäuren 
bestehende Signatursequenz aus und unterscheidet sich bei der Maus von anderen 
Spezies. Die Unterschiede in der Struktur des Proteins der Maus und anderen 
Spezies deuten auf unterschiedliche Funktionen des ZP1-Proteins bei Nagetieren 
und anderen Säugetierspezies hin (Prasad et al., 2000).  
Nahezu alle charakterisierten ZP-Proteine enthalten eine N-terminal zur 
Transmembrandomäne gelegene Furinspaltstelle mit der Konsensussequenz R-X-
(K/R)-R. Die Sequenz ist beim humanen und Kaninchen ZPB (S-R-R-R) modifiziert 
(Yurewicz et al., 1993; Harris et al., 1994). Dies lässt eine Prozessierung der 
Propolypeptide durch Furin oder Furin-ähnliche Enzyme in ihre sezernierte Form 
vermuten. Es konnte durch Zellkulturexperimente gezeigt werden, dass sezernierte 
ZP-Proteine C-terminal prozessiert sind (Litscher et al., 1999; 
Williams und Wassarman, 2001; Kiefer und Saling, 2002; Qi et al., 2002), und die 
Glykoproteine durch Konvertasen des Golgi-Apparates oder der Plasmamembran 
gespalten werden (Kiefer und Saling, 2002). Die Sekretion des ZP3-Proteins und 
seine Integration in die ZP transgener Mäuse wird durch Mutation der Spaltstelle 
(RNRR→ANAA) allerdings nicht beeinträchtigt (Zhao et al., 2002). Dies weist darauf 
   Einleitung 
 15
hin, dass bei der Sekretion der ZP-Proteine weitere Polypeptidsequenzen eine Rolle 
spielen. Rekombinante, an der Furinprozessierungsstelle verkürzte ZP-Proteine 
werden dagegen im ER zurückbehalten und nicht sezerniert 
(Williams und Wassarman, 2001). Die C-terminal gelegene Transmembrandomäne 
wird nicht für die Sekretion der ZP-Proteine benötigt (Jovine et al., 2002; Harris et al., 
1999), spielt jedoch indirekt eine Rolle bei der Polymerisierung der Proteine (Jovine 
et al., 2004). 
Jovine et al. (2004) schlagen einen allgemein gültigen Mechanismus für die 
Polymerisierung der ZP-Proteine vor. Die sezernierten Propeptide sind über ihre 
Transmembrandomäne in der Plasmamembran verankert. Das EHP und das IHP 
interagieren miteinander oder die Vorläufermoleküle nehmen eine inaktive von den 
hydrophoben Motiven abhängige Konformation an, um eine vorzeitige 
Polymerisierung der Proteine zu verhindern. C-terminale Prozessierung an der 
Furinspaltstelle führt zur Dissoziation der reifen Proteine vom EHP, welche hierdurch 
zur Polymerisierung in Filamente aktiviert werden. 
Die Bestimmung der C-Termini von orthologen ZP-Proteinen lassen vermuten, dass 
die Glykoproteine durch weitere Proteasen Spezies-spezifisch prozessiert werden 
(Boja et al., 2003; Yonezawa und Nakano, 2003).  
1.3.3 Glykosylierung der ZP-Proteine  
Die Oligosaccharidstrukturen der ZP-Proteine wurden zunächst lektinologisch 
analysiert. Vergleichende cytochemische Studien zeigten eine Spezies-spezifische 
Variation der Lektinbindungsmuster, welche sich mit der evolutionären Distanz der 
Spezies vergrößert (Skutelsky et al., 1994). Alle untersuchten Arten enthalten in ihren 
Glykanen die Bausteine Mannose und N-Acetylglucosamin der Core-Struktur von N-
gebundenen Oligosacchariden. Für Maus und Ratte wurden darüber hinaus noch 
Bindungsstellen für α-Galactose-erkennende Lektine beschrieben (Maymon et al., 
1994). Zusätzlich lokalisierten Aviles et al. (1999) ultrastrukturell GalNAcß1→4Gal-
Sequenzen in der inneren Region der murinen ZP, was auf eine Regionalisierung der 
Glykane innerhalb der dreidimensionalen Struktur der ZP hinweist. Für die humane 
ZP wurden durch lektinologische Analysen N-Glykane vom biantennären komplexen 
Typ und/oder High-Mannose-Typ (Con A) und fucosylierte komplexe Strukturen 
(LCA) nachgewiesen. Die meisten O-gebundenen Galß1→3GalNAc-Sequenzen 
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scheinen durch α2,3-gebundene Sialinsäure terminal verlängert zu sein (Maymon et 
al., 1994; Ozgur et al., 1998).  
In den letzten Jahren wurde neben lektinologischen Untersuchungen eine direkte 
Charakterisierung der einzelnen Oligosaccharidstrukturen und die Identifizierung von 
Glykosylierungsstellen der ZP mit Hilfe der H-NMR-Spektroskopie durchgeführt. Es 
wurden zunächst die Oligosaccharidstrukturen der porcinen ZP-Proteine analysiert, 
da in dieser Spezies Glykane in großen Mengen isoliert werden können (Nakano et 
al., 1996; Nakano und Yonezawa, 2001; Takasaki et al., 1999; Hirano et al., 1993; 
Hokke et al., 1993, 1994). Die Strukturen der N-Glykane des ZP-Proteingemisches 
wurden von Mori et al. (1991, 1998) und diejenigen des ZPB- und ZPC-Proteins von 
Nakano und seinen Mitarbeitern (Noguchi und Nakano, 1992; Noguchi et al., 1992; 
Takasaki, 1999) charakterisiert. Die N-gebundenen Oligosaccharide gehören dem 
komplexen bi-/tri- und tetraantennären Typ mit einer α1,6-fucosylierten Core-Struktur 
an, deren Antennen mit n N-Acetyllactosamineinheiten verlängert sein können. Die 
neutralen und sauren N-Glykane sind in einem molaren Verhältnis von 1:2 vertreten. 
Die neutralen Formen bestehen im molaren Verhältnis 4:2:1:1 aus bi-, 2,4-
verzweigten tri-, 2,6-verzweigten tri- und tetraantennären N-Glykanen. Etwa 1/4 
enthalten lineare N-Acetyllactosamineinheiten. N-Acetylglucosaminreste tragen etwa 
39% der Oligosaccharide an ihrem nicht reduzierenden Ende (Mori et al., 1991). Die 
sauren N-Glykane der ZP-Proteine weisen aufgrund von Sialylierung und 
Sulfatierung eine komplexere strukturelle Heterogenität auf. Für die ZP-Proteine 
wurden saure mono- bis tetraantennäre Strukturen mit und ohne N-
Acetyllactosamineinheiten identifiziert. Sialinsäure tragen 29% der sauren N-
Glykane, während 71% sulfatierte Oligosaccharide mit und ohne Sialylierung sind. 
Die Mehrheit der neutralen und sauren N-Glykane sind biantennäre Strukturen (Mori 
et al., 1991, 1998; Noguchi und Nakano, 1992; Noguchi et al., 1992). 
Von den O-Glykanen der ZP-Proteine sind 30% neutral. Sie enthalten die Core-
Struktur 1 (Galß1→3GalNAc) und die Core-Struktur 3 (GlcNAcß1→3GalNAc) 
ungefähr im Verhältnis 13:1. Das hauptsächlich vorkommende Oligosaccharid (45%) 
hat die Tetrasaccharidstruktur Galß1→4GlcNAcß1→3Galß1→3GalNAc, an welche 
ein bis zwei N-Acetyllactosaminreste linear gebunden sind (siehe Abb. 1.6a). Etwa 
16% der O-Glykane mit der Core-Struktur 1 tragen wie die N-gebundenen 
Oligosaccharide (Mori et al., 1991) an ihrem nicht reduzierenden Ende N-
Acetylglucosaminreste. Weiterhin wurden zu einem geringen Anteil Oligosaccharide 
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mit α-Galactose- (2%) und ß-N-Acetylgalactosaminresten (4%) an ihren nicht 
reduzierenden Enden identifiziert. Analysen mit dem Lektin GS-I ergaben, dass die 
α-Galactosylreste auf den 55 kDa Glykoproteinen der ZP exprimiert werden (Hirano 
et al., 1993). Die Azidität der O-Glykane wird entsprechend der N-Glykane durch 
Sialylierung und/oder Sulfatierung hervorgerufen (Hokke et al., 1994).  
Beim Schwein konnte nur für jeweils drei potentielle N-Glykosylierungsstellen des 
ZPB- (Asn203, Asn220, Asn333) und ZPC-Proteins (Asn124, Asn146, Asn271) eine 
Besetzung mit neutralen N-Glykanen gezeigt werden. Tri- und tetraantennäre N-
gebundene Ketten sind hauptsächlich an der Position Asn220 des ZPB- und des 
Asn271 des ZPC-Proteins lokalisiert, während alle Stellen biantennäre N-Glykane 
tragen (Kudo et al., 1998; Yonezawa et al., 1999; Nakano und Yonezawa, 2001).  
Eine O-Glykosylierung wurde an den Positionen Ser293 und Thr303 des ZPB- und den 
Positionen Thr155, Thr161 und Thr162 des ZPC-Proteins nachgewiesen (Yurewicz et al., 
1992; Nakano und Yonezawa, 2001). 
Für das Rind sind ebenfalls die Strukturen der N-Glykane (Katsumata et al., 1996; 
Amari et al., 2001) und die N-Glykosylierung des ZPA-Proteins (Ikeda et al., 2002) 
charakterisiert worden. Die Strukturen der N- und O-gebundenen Oligosaccharide 
der murinen ZP (Nagdas et al., 1994; Noguchi und Nakano, 1993; Easton et al., 
2000) sowie die N-Glykosylierungsstellen der ZP-Glykoproteine von Maus (Boja et 
al., 2003) und Ratte (Boja et al., 2005) sind kürzlich aufgeklärt worden. 
Die ZP-Proteine von Maus und Rind tragen wie die des Schweines fucosylierte 
komplexe N-Glykane mit N-Acetyllactosamineinheiten am nicht reduzierenden Ende, 
allerdings sind bei der Maus auch Oligosaccharidstrukturen ohne Fucose identifiziert 
worden. Die einzelnen Spezies unterscheiden sich in dem Verhältnis von bi-, tri und 
tetraantennären Ketten sowie dem Grad der Sulfatierung und Sialylierung. Die 
bovinen ZP-Glykoproteine und das murine ZP2 (ZPA) und ZP3 (ZPC) enthalten 
hauptsächlich saure tri- und tetraantennäre Ketten. Die Azidität der Oligosaccharide 
wird im Gegensatz zum Schwein vor allem durch Sialinsäure hervorgerufen 
(Katsumata et al., 1996; Noguchi und Nakano, 1993). 

























Abb. 1.6: Schematische Darstellung von dominaten neutralen Glykanstrukturen 
verschiedener Spezies.  
Die O-Glykane der porcinen ZP-Proteine enthalten vorwiegend ein 
lactosaminyliertes Tetrasaccharid mit einer Core-Struktur 1 (a). Die N-
gebundenen Oligosaccharide sind beim Schwein vorwiegend biantennäre N-
Glykane; beim Rind und bei der Maus herrschen Oligosaccharide vom High-
Mannose-Typ vor (b). 
 
Die neutralen N-Glykane unterscheiden sich in den einzelnen Spezies erheblich 
(siehe Abb. 1.6b). Die Glykoproteine des Rindes und der Maus besitzen vorwiegend 
Kohlenhydratketten vom High-Mannose-Typ (Amari et al., 2001; Easton et al., 2000), 
während in der porcinen ZP biantennäre komplexe N-Glykane mit N-
Acetyllactosamineinheiten vorherrschen (Mori et al., 1991). In den Spezies Rind und 
Schwein beträgt der relative Anteil der neutralen N-gebundenen Oligosaccharide 
etwa 25% der gesamten Kohlenhydrate der ZP; in den murinen ZP2- (ZPA) und ZP3- 
(ZPC) Proteinen sind es hingegen weniger als 5% (Katsumata et al., 1996; Nakano 
et al., 1996; Noguchi und Nakano, 1993). Bei Rind und Maus sind im Gegensatz zum 
Schwein zu einem geringen Anteil N-Glykane mit terminalen α-Galactoseresten 
identifiziert worden (Katsumata et al., 1996; Easton et al., 2000). Sowohl die N- als 
auch die O-gebundenen Oligosaccharide der murinen ZP-Glykoproteine können ein 
Sda-Antigen (NeuAcα2→3[GalNAcß1→4]Galß1→4GlcNAc) tragen (Easton et al., 
2000). MALDI-ToF-MS-Analysen der O-Glykane des ZP3-Proteins der Maus ergaben 
die gleichen Oligosaccharidstrukturen wie für das mZP-Glykoproteingemisch (Dell et 
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al., 2003). Die Glykoproteine enthalten hauptsächlich die Core-Struktur 2 
(Galß1→4GlcNAcß1→6[Galß1→3]GalNAc) (Easton et al., 2000; Dell et al., 2003). 
1.4 Rezeptorsystem der Gameten in der Befruchtungskaskade 
Der fundamentale Mechanismus der Gametenerkennung scheint in der Evolution 
konserviert zu sein und basiert auf Kohlenhydrat-Protein-Interaktionen zwischen dem 
Spermatozoon und der ZP der Oocyte. Oligosaccharidstrukturen der ZP werden 
durch komplementäre Kohlenhydrat-Rezeptoren des Spermiums erkannt, wodurch 
die Gametenerkennung vermittelt und die Spermienfunktionen für die Befruchtung 
koordiniert werden (Töpfer-Petersen et al., 2000). 
Bei der Maus sind zahlreiche Untersuchungen zum Kohlenhydrat-
Erkennungsmechanismus durchgeführt worden. Die Spermienrezeptoraktivität wurde 
zunächst O-gebundenen Oligosacchariden des ZP3-Proteins mit α-Galactosylresten 
am nicht reduzierenden Ende zugeordnet (Bleil und Wassarman, 1988), die 
vermutlich am Ser332 und Ser334 gebunden sind (Chen et al., 1998). Mittels 
Photoaffinitätsexperimenten mit ZP3 wurde das sp56-Protein auf Akrosom-intakten 
Spermatozoen identifiziert (Bleil und Wassarman, 1990) und als ein komplementäres 
Kohlenhydrat-bindendes Protein für Spezies-spezifische Interaktionen mit der Oocyte 
vorgeschlagen (Cheng et al., 1994; Bookbinder et al., 1995). Transgene α-
Galactosyltransferase-defiziente weibliche Mäuse, die in der ZP keine α-
Galactosylreste exprimieren, sind jedoch fruchtbar (Thall et al., 1995). Darüber 
hinaus ist sp56 eine lösliche Komponente der akrosomalen Matrix. Es interagiert 
somit vermutlich erst während oder nach der Akrosomreaktion mit der ZP (Foster et 
al., 1997). Nach Miller et al. (1992) bindet die ß1,4-Galactosyltransferase auf der 
Spermienoberfläche an N-Acetylglucosaminreste der O-gebundenen Ketten des 
ZP3-Proteins. Männliche Knockout-Mäuse für ß-Galactosyltransferase sind jedoch 
fertil und binden an die ZP (Lu et al., 1997). Dies lässt vermuten, dass die GalTase 
die Gametenbindung in einem System von mehreren Rezeptoren lediglich unterstützt 
(Shur, 1998). Ob O-Glykane potentielle Spermienbindungsstellen darstellen, ist 
allerdings fraglich, da weder terminale N-Acetylglucosaminreste (Easton et al., 2000) 
noch O-Glykosylierung am Ser332 oder Ser334 (Boja et al., 2003) 
massenspektrometrisch nachgewiesen wurden. Weiterhin identifizierten Johnston et 
al. (1998) auf der Spermienoberfläche Bindungsstellen mit einer hohen Affinität für α-
fucosylierte Oligosaccharide und niedriger Affinität für ß-galactosylierte Strukturen. 
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Vermutlich erfolgt die Bindung des Spermatozoons über eine Gruppe 
unterschiedlicher Glykane, wobei die korrekte Präsentation der Strukturen eine Rolle 
spielen könnte. 
Das ZP2-Protein der Maus wird als sekundärer Spermienrezeptor vorgeschlagen, an 
welches Akrosom-reagierte Spermatozoen binden. Die Bindung wird durch 
Interaktionen des ZP2-Proteins mit der Spermien-Protease Akrosin vermittelt (Howes 
et al., 2001). Neueste Untersuchungen an Mäusen mit einem humanen ZP3-
Transgen lassen jedoch vermuten, dass die In-vitro-Bindung des Spermatozoons an 
die Oocyte nicht von einem bestimmten ZP-Gykoprotein, sondern von der 
supramolekularen Struktur der ZP abhängt (Wassarman, 2005). 
Trotz der guten Kenntnisse über die Oligosaccharidstrukturen der ZP-Proteine beim 
Schwein ist wenig über ihre Funktionen bei der Spermienerkennung und -bindung 
bekannt. Yurewicz et al. (1991) konnten zeigen, dass die O-gebundenen 
Oligosaccharide des ZPB/ZPC-Proteingemisches die Spermien-Eizellbindung 
hemmen. Andererseits wurde den neutralen N-gebundenen Glykanen eine 
Beteiligung an der Spermien-ZP-Interaktion zugewiesen (Noguchi et al., 1992). 
Partiell durch Endo-ß-Galactosidase (EßGal) deglykosyliertes ZPB besitzt im 
Gegensatz zum EßGal-gespaltenen ZPC Spermienrezeptoraktivität, und die 
Abspaltung der N-Glykane vom ZPB-Protein reduziert erheblich seine inhibitorische 
Wirkung auf die Spermien-Eizellbindung. Die Abspaltung der O-gebundenen 
Kohlenhydratketten verringert dagegegen kaum die hemmende Wirkung (Yonezawa 
et al., 1995). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die tri- und tetraantennären 
neutralen N-gebundenen Oligosaccharide der Position Asn220 des ZPB-Proteins 
hauptsächlich an der Spermatozoen-Oocytenbindung beteiligt sind (Nakano et al., 
1996; Kudo et al., 1998). Das ZPC-Protein scheint dabei die 
Spermienligandenaktivität des ZPB-Proteins zu unterstützen 
(Nakano und Yonezawa, 2001). Yonezawa et al. (2005a) konnten kürzlich 
nachweisen, dass ß-Galactosylreste am nicht reduzierenden Ende der neutralen N-
Glykane des ZPB/ZPC-Oligomers eine entscheidende Rolle bei der 
Spermienerkennung und -bindung spielen.  
Es sind zahlreiche Spermien-assoziierte ZP-bindende Proteine beim Schwein 
identifiziert worden, welche nach der Bindung an die ZP einen multimeren 
Rezeptorkomplex bilden. Hierzu gehören unter anderem die Spermadhäsine (Töpfer-
Petersen, 1999a, b; Töpfer-Petersen et al., 2000). Sie sind multifunktionelle Proteine 
   Einleitung 
 21
und repräsentieren eine neue Klasse von Lektinen. AQN-1, AQN-3 und AWN binden 
an die Strukturen Galß1→3GalNAc und Galß1→4GlcNAc, die in den porcinen O- 
bzw. N-Glykanen enthalten sind. Im Gegensatz dazu zeigt das PSP-II eine hohe 
Bindungsaffinität für Mannose-6-Phosphat.  
Das die sekundäre Bindung vermittelnde intraakrosomale Proakrosin wird während 
der Akrosomreaktion in das enzymatisch aktive Akrosin umgewandelt, welches dem 
Spermatozoon die Penetration durch die ZP erleichtert (Töpfer-Petersen et al., 1990). 
Die Bindung von Akrosin an die ZP wird über einen Polysulfat-Mechanismus 
vermittelt, der auf Interaktionen zwischen basischen Aminosäuren des Pro/Akrosins 
und den Sulfatgruppen von lactosaminylierten N- und O-Glykanen der ZP beruht 
(Jansen et al., 1995, 2001).  
Beim Rind hat von den drei ZP-Glykoproteinen das ZPB die stärkste 
Spermienbindungsaktivität (Yonezawa et al., 2001). Amari et al. (2001) konnten 
zeigen, dass High-Mannose-Typ N-Glykane mit fünf Mannoseresten die In-vitro-
Befruchtung hemmen. Darüber hinaus wird die Ligandenaktivität nach Abspaltung 
terminaler α-Mannosylreste reduziert. Die α-Mannosylreste spielen somit eine 
essentielle Rolle bei der bovinen Spermien-Eizellbindung. Die Spermienpenetration 
durch die ZP beim Menschen wird durch eine Vorbehandlung der Spermien mit D-
Mannose gehemmt (Mori et al.,1989), und es wurden Mannose-bindende Lektine der 
humanen Spermatozoen identifiziert, die an der Erkennung der ZP beteiligt sind 
(Benoff, 1997). Weiterhin scheinen die ZP-Proteine gegenüber α-Mannosidase 
empfindliche Oligosaccharide zu enthalten (Tulsiani et al., 1990). Dies lässt 
vermuten, dass die Gameteninteraktion bei Mensch und Rind ähnlich verläuft (Amari 
et al., 2001). 
Studien zur humanen ZP sind wegen der limitierten Verfügbarkeit des biologischen 
Materials begrenzt. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass zusätzlich zu D-Mannose 
die Monosaccharide Fucose, Galactose und N-Acetylglucosamin die Bindung der 
Spermien an die ZP hemmen (Miranda et al. 1997). Weiterhin sind komplexe 
Glycokonjugate mit selektinähnlichen Liganden, wie Sialyl-Lewisx(a) und 
ungewöhnliche fucosylierte und sialylierte GalNAcß1→4GlcNAc- (LacdiNAc) 
Antennen der N-Glykane von Glycodelin A, Inhibitoren. Vermutlich wird die 
Gametenerkennung beim Menschen über einen selektinähnlichen Mechanismus 
vermittelt (Oehninger et al., 1998). 
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Die Daten zeigen, dass die biologisch aktiven Oligosaccharide bei verschiedenen 
Spezies nicht an homologe Proteine gebunden sind. Weiterhin scheint die 
Erkennung und Bindung zwischen dem Spermatozoon und der Oocyte das Ergebnis 
eines multimeren Rezeptorsystems zu sein (Shur, 1998). 
1.5 Strukturveränderungen der ZP-Proteine nach der Befruchtung 
Nach der Befruchtung sind die Aufgaben der ZP die Verhinderung von Polyspermie 
und der Schutz der befruchteten Oocyte sowie des sich entwickelnden Embryos 
(Yanagimachi, 1994). Hierfür werden Strukturveränderungen der ZP, die durch die 
Befruchtung induziert werden, verantwortlich gemacht. Durch einen konservierten 
Mechanismus wird von dem befruchtenden Spermatozoon die Exozytose der 
cortikalen Granula ausgelöst. Die freigesetzten Faktoren modifizieren die ZP-
Proteine, wodurch weitere Interaktionen zwischen der Eizelle und Spermien 
verhindert werden (Haley und Wessel, 2004). Weiterhin bewirken sie eine erhöhte 
Resistenz der ZP gegenüber proteolytischer Spaltung und eine Zunahme der ZP-
Härtung. Letzteres ist jedoch nicht eindeutig nachgewiesen worden. Beide Vorgänge 
werden als „Zona Hardening“ bezeichnet (Green, 1997; Sun et al., 2005).  
Beim Seeigel sind die meisten Proteine der cortikalen Granula identifiziert worden. 
Sie beinhalten strukturelle Proteine, Enzyme (Glucanase, Ovoperoxidase, Trypsin-
ähnliche Protease) und Glucosaminoglykane. Aufgrund der unterschiedlichen 
Zusammensetzungen der ZP der Säugetiere und der Vitellinschicht des Seeigels 
wird die Struktur ihrer Proteine jedoch nicht durch einen allgemein gültigen 
Mechanismus verändert (Haley und Wessel, 2004; Wong und Wessel, 2004). 
Das ZP2-Protein der Maus (120 kDa) wird nach der Befruchtung durch eine Protease 
der cortikalen Granula in ein 90 kDa und 23 kDa großes Polypeptid gespalten, 
welche kovalent durch intramolekulare Disulfidbrücken verbunden bleiben (Bleil et 
al., 1981). Die Protease hydrolysiert in vitro das ZP2-, aber nicht das ZP1- und ZP3-
Protein (Moller et al., 1990). Die spezifische Spaltung eines ZP-Proteins während der 
Befruchtung, vermutlich durch Proteasen der cortikalen Granula, wurde ebenfalls bei 
Schwein, Mensch, Rind und Frosch nachgewiesen (Hedrick et al., 1987; Hatanaka et 
al., 1992; Bauskin et al., 1999; Noguchi et al., 1994; Lindsay und Hedrick, 2004). Die 
entsprechende Protease wurde bisher lediglich beim Frosch charakterisiert 
(Lindsay und Hedrick, 2004). Das porcine ZPA (ZP1) besitzt die konservierte 
proteolytische Spaltstelle zwischen A168 und D169. Es liegt in ovariellen Oocyten 
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bereits teilweise gespalten in ein 69 kDa- (ZP2) und ein 23 kDa- (ZP4) Fragment vor, 
welche durch Disulfidbrücken verbunden sind (Hedrick und Wardrip, 1987; 
Hasegawa et al., 1994). Die limitierte und spezifische Spaltung eines ZP-Proteins 
induziert vermutlich eine Konformationsänderung der ZP-Proteine, die das so 
genannte „Zona Hardening“ begünstigt und die Zugänglichkeit des Spermiums zu 
den Bindungsstellen der ZP verhindert (Hatanaka et al., 1992; Lindsay und Hedrick, 
2004). 
Iwamoto et al. (1999) zeigten beim Rind durch Untersuchungen mit unbefruchteten 
und befruchteten Oocyten, dass während der Befruchtung zusätzlich zur Proteolyse 
intramolekulare Disulfidbrücken im ZPA und intra- sowie intermolekulare 
Disulfidbrücken des ZPB-Proteins gebildet werden. Die Oxidation von Cysteinen des 
ZPC-Proteins ist dagegen gering. Es wird postuliert, dass die Disulfidbrückenbildung 
und die spezifische Prozessierung des ZPA-Proteins zusammen zu einer rigideren 
Struktur der ZP führen, welche wiederum für das so genannte „Zona Hardening“ 
verantwortlich ist. Die Oxidation wird vermutlich nach der spezifischen Spaltung des 
ZPA-Proteins induziert (Iwamoto et al. 1999; Zhang et al., 1991).  
Neben der Härtung der ZP führen chemische Modifikationen der ZP-Proteine zur 
Verhinderung einer polyspermen Befruchtung. Bei Maus und Frosch werden 
Kohlenhydrate der Spermienbindungsstellen eines ZP-Proteins (murines ZP3, Frosch 
ZPC) durch N-Acetylglucosaminidase der cortikalen Granula abgespalten (Miller et 
al., 1993; Vo und Hedrick, 2000). Aviles et al. (1997) konnten jedoch durch 
lektinologische Analysen zeigen, dass die terminalen GlcNAc-Reste bei den ZP-
Proteinen der Maus nach der Befruchtung nicht abnehmen. Stattdessen kommt es zu 
einer Abnahme der Immunreaktivität des ZP2- (ZPA) und ZP3- (ZPC) Proteins und 
zu einer Veränderung des Bindungsmusters zahlreicher Lektine. Somit werden beide 
ZP-Proteine nach der Befruchtung modifiziert. Weiterhin ist beim Polyspermieblock 
des Frosches ein cortikales Granula Lektin (CGL) beteiligt, das an Liganden auf der 
Oberfläche der Vitellinhülle (Homolog der ZP) bindet (Hedrick und Nishihara, 1991). 
Das CGL wurde kloniert und als Mitglied einer neuen Lektinfamilie, der Eglektine, 
identifiziert (Chang et al., 2004). Homologe Lektinstrukturen wurden durch 
immunocytochemische Untersuchungen bei den Säugetieren Maus, Schwein und 
Rhesusaffen nachgewiesen und sowohl beim Menschen als auch der Maus kloniert. 
Die CGL-Liganden-Bindung ist bei Maus und Schwein wie beim Frosch Calcium-
abhängig und Galactose-spezifisch (Peavy und Hedrick, 2000; Hedrick, 2004).  
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Nara et al. (2006) konnten durch ATR-FITR-Spektroskopie zeigen, dass der Gehalt 
an ß-Faltblatt-Strukturen der bovinen intakten ZP-Proteine während der Befruchtung 
zunimmt. Es erfolgt demnach neben den supramolekularen Strukturveränderungen 
(s.o.) in der ZP auch eine globale Konformationsänderung der ZP-Proteine. 
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1.6 Zielsetzung 
Die Zona pellucida (ZP) besteht bei den meisten Säugetieren aus drei Proteinen, die 
durch Glykosylierung und Disulfidbrücken posttranslational modifiziert sind. Die 
Oligosaccharidstrukturen der ZP spielen in der Befruchtungskaskade eine 
entscheidende Rolle bei der Spezies-selektiven Erkennung der Gameten. 
Disulfidbrückenbildung scheint neben der Prozessierung des ZPA-Proteins für die 
Veränderung der dreidimensionalen Struktur der ZP und somit zur Verhinderung 
polyspermer Befruchtung verantwortlich zu sein. Bisher liegen nur wenige 
Informationen über biochemische und strukturelle Veränderungen der ZP-
Glykoproteine von Oocyten verschiedener Entwicklungsstadien und während der 
Befruchtung vor. Die porcinen ZP-Glykoproteine können von Oocyten im GV-Stadium 
für Proteom- und Glykomanalysen in ausreichenden Mengen isoliert werden. Sie 
stellen somit ein gutes Modell zur Identifizierung von posttranslationalen 
Modifikationen eines biologisch wichtigen Systems durch einen 
massenspektrometrischen Ansatz dar.  
Beim Schwein sind bereits die Glykanstrukturen der ZP und das N-
Glykosylierungsmuster des ZPB- und ZPC-Proteins charakterisiert worden. In der 
vorliegenden Arbeit sollen daher auf Basis der bekannten Glykanstrukturen und 
Aminosäuresequenzen der ZP-Proteine die N-Glykosylierung und die Verteilung der 
oxidativ-sensitiven Thiolgruppen des ZPA-Proteins von unreifen Oocyten analysiert 
werden. Weiterhin sollen Methoden etabliert werden, die den Vergleich der ZP-
Oligosaccharidstrukturen von Oocyten verschiedener Entwicklungsstadien 
ermöglichen. Diese Untersuchungen bilden die Basis zum Verständnis der porcinen 
ZP-Struktur von Oocyten in verschiedenen Entwicklungsstadien und können hilfreich 
für die Optimierung der In-vitro-Produktion von Schweineembryonen sein.  
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2 Material und Methoden 
Alle verwendeten Chemikalien wurden soweit nicht anders vermerkt in 
Analysenqualität von den Firmen Merck (Darmstadt, Deutschland), AppliChem 
(Darmstadt, Deutschland) und Roth (Karlsruhe, Deutschland) bezogen.  
Glykoprotein- und Glykananalysen erfolgten in silikonisierten Glas- und 
Reaktionsgefäßen (Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland). Die Proben wurden 
unter Vakuum in einer SpeedVac oder in einer Gefriertrocknungsanlage (Christ, 
Osterode, Deutschland) getrocknet. 
2.1 Vorbereitung des Materials 
2.1.1 Isolierung der Zonae pellucidae von präpuberalen Sauen  
Die Isolierung der Zonae pellucidae (ZP) von Oocyten im GV-Stadium erfolgte aus 
Schlachtmaterial von präpuberalen Sauen modifiziert nach Dunbar et al. (1980). 300-
600 Ovarien wurden ü/N bei 4°C in Oocytenpuffer aufgetaut und nach Präparation 
von Bindegewebsresten mit Hilfe eines Fleischwolfes (Körnungsdurchmesser 5 mm; 
Scharfen, Witten, Deutschland) zerkleinert. Die Ovariensuspension wurde mit der 
dreifachen Menge Oocytenpuffer 1 h bei 4°C gerührt. Anschließend wurde sie 
nacheinander mehrfach durch Nylonnetze (Hepfinger, München, Deutschland) mit 
abnehmender Porengröße (8 x 2000 µm, 3 x 1000 µm, 3 x 600 µm, 6 x 200 µm) 
filtriert, wobei der Durchfluss stets gesammelt wurde. Die zurückbleibenden 
Geweberückstände der ersten 4 Filtrationsschritte wurden nochmals je 10 min bei 
4°C gerührt und erneut über das Filtersystem gegeben.  
Die Oocyten in dem gesammelten Durchfluss wurden auf einem 80 µm Nylonnetz 
gesammelt, mit Oocytenpuffer abgespült und ü/N bei 4°C sedimentiert. Nach 
Absaugen des Überstandes mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe erfolgte eine weitere 
Aufreinigung der Oocyten durch Percoll-Dichtegradientenzentrifugation mit einem 
diskontinuierlichen Gradienten (40%, 20%, 10% Percoll). Hierbei wurden die 
beschichteten Gläser (Schott Duran®; Roth, Karlsruhe, Deutschland) 20 min bei 
1900 x g zentrifugiert (Labofuge GL; Heraeus Christ, Hanau, Deutschland). Die 
Oocyten wurden aus der 10%igen Percollschicht gesammelt und nach Filtration von 
einem Nylonnetz mit einer Porengröße von 42,5 µm mit dest. H2O abgespült.  
In fünf Tropfen von je 5 µl wurden die Oocyten und Zonae pellucidae unter einem 
Stereomikroskop (Olympus, Hamburg, Deutschland) ausgezählt, ein 
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Durchschnittswert ermittelt und eine Gesamtzahl an Oocyten bzw. ZP in der 
Suspension geschätzt. 
 
Schätzung der Oocytenzahl:  
Gesamtzahl = Durchschnittswert x 200 ZP x ml der Lösung 
   1 ZP = 15 ng* 
 
Die Oocyten wurden anschließend durch einen Hub in einem 2 ml Potter (Braun, 
Melsungen, Deutschland) homogenisiert, die Zonae pellucidae von einem 42,5 µm 
Nylonnetz in dest. H2O gesammelt und anschließend solubilisiert (siehe 2.1.3). 
 
Oocytenpuffer: 
10 mM Na2HPO4*2 H2O 
125 mM NaCl 
3 mM C6H5Na3O7*2 H2O 
2 mM EDTA 




90 ml Percoll-Lösung (Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland) 
 10 ml 154 mM NaCl 
 
40% Percoll-Lösung (v/v):  
40 ml Stammlösung 
 60 ml 154 mM NaCl 
 
20% Percoll-Lösung (v/v):  
20 ml Stammlösung 
 80 ml 154 mM NaCl 
 
10% Percoll-Lösung (v/v):  
10 ml Stammlösung 
 90 ml 154 mM NaCl 
                                            
* Die mittlere Proteinmenge einer ZP wurde über AS-Analyse von 1000 ZP kalkuliert. 
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2.1.2 In-vitro-Maturation von Oocyten und anschließende Isolierung der 
ZP 
Die In-vitro-Maturation (IVM) von Oocyten wurde am Institut für Tierzucht in 
Mariensee durchgeführt. 
Die Oocyten stammten aus frischen Ovarien von präpuberalen Sauen vom 
Schlachthof. Aus den Ovarien wurden nach sofortiger Spülung mit 154 mM NaCl 
(39°C) die Follikel mit einem Durchmesser von 2-5 mm und heller, durchsichtiger 
Oberfläche mit einer Aspirationsnadel (18-gauge, Mikrolance 3; Becton Dickinson, 
Basel, Schweiz) punktiert. Die Nadel war über ein Schlauchsystem und einen 
Adapter mit einem sterilen Auffanggefäß verbunden (50 ml Zentrifugenröhrchen; 
Greiner, Frickenhausen, Deutschland), das mit einer Unterdruckpumpe (20 mm Hg) 
gekoppelt war. Die Follikelflüssigkeit in dem Auffanggefäß mit den Cumulus-Oocyten-
Komplexen (COC) wurde nach der Punktion mit PBS/2% PVA auf 50 ml aufgefüllt. 
Nach zehnminütiger Sedimentation wurde der Überstand abgenommen, das 
Sediment nochmals mit PBS/2% PVA gewaschen und 3 ml mit 10 ml PBS verdünnt. 
Die COC wurden unter einem Stereomikroskop (Olympus, Hamburg, Deutschland) 
nach morphologischen Kriterien (Leibfried und First, 1979) beurteilt. Es wurden nur 
Oocyten ausgewählt, die mindestens drei kompakte Cumuluszellagen und keine 
expandierte Cumulusschicht besaßen. Gruppen von 50 COC wurden zweimal in 
PBS/2% PVA und dreimal im äquilibrierten Maturationsmedium gewaschen.  
Die anschließende Reifung der Oocyten erfolgte in Embryokulturschalen mit fünf 
Vertiefungen (Minitüb, Tiefenbach, Deutschland) in je 500 µl Maturationsmedium. Sie 
wurden in feuchtigkeitsgesättigter Luft in einem Inkubator (Nuaire NU 2700 E; Zapf 
Instrumente, Sarstedt, Deutschland) bei 38,5°C und 5% CO2 für 48 h inkubiert. Zur 
Supplementierung wurden in den ersten 24 h Hormone (10 IE/l PMSG und 10 IE/l 
hCG) und 1 mM db-cAMP hinzugegeben. Die COC wurden danach in 
Maturationsmedium ohne Zusätze umgesetzt. 
Nach der Reifung wurden die COC mehrmals in PBS/2% PVA und dest. H2O 
gewaschen. Die Cumuluszellen wurden durch mehrmaliges Pipettieren mit einer 
100 µl Eppendorf-Pipette grob abgelöst und anschließend mittels ausgezogener 
Mikropipette feindenudiert. 
Zur Isolierung der ZP wurde die Oocyte erneut mittels einer Mikropipette, deren 
Durchmesser ein Drittel kleiner als der einer Eizelle war, aufgezogen und ausgespült. 
Die Oocyte und die ZP wurden durch den Defekt, der durch die Scherkräfte entstand, 
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voneinander getrennt. Die ZP wurde mit der Pipette gesammelt, in dest. H2O 
aufgenommen und nach Trocknung bei -80°C gelagert. 
 
PBS:  
154 mM NaCl 
 9,1 mM Na2HPO4/2,71 mM KH2PO4, pH 7,4 
 
Maturationsmedium NCSU 37 (Petters und Wells, 1993): 
1,7 mM CaCl2*2 H2O     1,2 mM KH2PO4 
0,6 mM Cystein     1,2 mM MgSO4*6 H2O 
10 ng/ml EGF     108,7 mM NaCl 
5,6 mM Glucose     25,1 mM NaHCO3 
1,0 mM Glutamin     100 IE/l Penicillin G 
10% immature Follikelflüssigkeit   12 mM Sorbitol  
5% Insulin      50 mg/l Streptomycin 
4,8 mM KCl       
2.1.3 Solubilisierung der ZP 
ZPs wurden für alle Analysen 2 h bei 72°C in dest. H2O solubilisiert. Nicht gelöste 
Proteine wurden durch zehnminütige Zentrifugation bei 4°C und 14000 x g 
abgetrennt. Der Überstand wurde anschließend lyophilisiert und bei -20°C gelagert. 
2.2 Proteinanalytische Methoden 
2.2.1 Ethanolfällung 
30 µg ZP wurden mit dem vierfachen Volumen eiskaltem Ethanol versetzt und 48 h 
bei -80°C inkubiert. Die gefällten Proteine wurden anschließend 20 min bei 4°C und 
14000 x g sedimentiert, zweimal mit eiskaltem Ethanol gewaschen und getrocknet. 
2.2.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 
Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte in diskontinuierlichen SDS-
Polyacrylamidgelen nach Laemmli (1970). Die Gele wurden entsprechend der in der 
Tab. 2.1 angegebenen Zusammensetzungen angefertigt.  
Die Trenngellösung wurde nach Zugabe von Polymerisationsinitiator und -katalysator 
zwischen die vorbereiteten Glasplatten gegossen und zum Erhalt einer glatten 
Geloberkante vorsichtig mit dest. H2O überschichtet. Nach dem Auspolymerisieren 
wurde das Trenngel mit dem Sammelgel überschichtet. Die zu analysierenden 
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Proben wurden mit dem gleichen Volumen an 2 x Auftragspuffer versetzt und auf das 
Gel aufgetragen. Unter reduzierenden Bedingungen wurden sie nach Zusatz von 
100 mM ß-Mercaptoethanol zunächst 5 min bei 95°C inkubiert, abgekühlt und 1 min 
bei 14000 x g zentrifugiert. 
Die Elektrophorese erfolgte bis zum Übergang der Proben vom Sammel- zum 
Trenngel bei konstanter Spannung von 100 V und wurde anschließend bei 200 V 
fortgesetzt (Elektrophoresesystem: Mini-Protean II; Bio-Rad, München, Deutschland). 
Sie wurde beendet, wenn der Frontmarker Bromphenolblau an der Gelunterkante 
austrat. 











dest. H2O 1,4 ml 2,3 ml 2,0 ml 1,7 ml 1,2 ml 
29,2% Acryl-/0,8% 
Bisacrylamid 
330 µl 1,3 ml 1,7 ml 2,0 ml 2,5 ml 
1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 - 1,3 ml 1,3 ml 1,3 ml 1,3 ml 
1 M Tris-HCl, pH 6,8 250 µl - - - - 
10% SDS 20 µl 50 µl 50 µl 50 µl 50 µl 
10% APS 20 µl 50 µl 50 µl 50 µl 50 µl 
TEMED 2 µl 3 µl 2 µl 2 µl 2 µl 
 
2 x Auftragspuffer:  
50 mM Tris-HCl, pH 6,8 
2% SDS 
10% (v/v) Glycerin 
0,1% Bromphenolblau 
(100 mM ß-Mercaptoethanol) 
 
Laufpuffer:  
25 mM Tris-HCl, pH 8,3 




Page RulerTM Prestained Protein Ladder (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) 
Biotinylierter Broad Molecular Weight- (BMW) Standard (Bio-Rad, München, 
Deutschland) 
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2.2.3 Gelfärbungen 
2.2.3.1 Coomassie Brilliant Blue-Färbung 
Das Gel wurde direkt nach der Elektrophorese für 10 min bei RT unter leichtem 
Schütteln in CBB-Färbelösung (Empfindlichkeitsgrenze etwa 200-400 ng/Bande) 
gefärbt. Zur Entfärbung des Hintergrundes wurde das Gel drei- bis viermal 30-60 min 
in Entfärbelösung gewaschen. Die Entfärbelösung ist nach Filtration über Aktivkohle 
wieder verwendbar.  
 
Coomassie Brilliant Blue- (CBB) Färbelösung: 
0,2% Coomassie Brilliant Blue R250 (Serva, Heidelberg, Deutschland) 
0,05% Coomassie Brilliant Blue G250 (Serva, Heidelberg, Deutschland) 







2.2.3.2 Modifizierte Coomassie Brilliant Blue-Färbung 
Bei nachfolgenden massenspektrometrischen Analysen der elektrophoretisch 
aufgetrennten Proteine wurde eine modifizierte CBB-Färbung durchgeführt. Das Gel 
wurde 2-5 min bei RT in mCBB-Färbelösung leicht geschüttelt. Die Entfärbung des 
Gels erfolgte durch mehrfaches Waschen in 30% Methanol und Inkubation ü/N in 
dest. H2O. 
 
Modifizierte Coomassie Brilliant Blue- (mCBB) Färbelösung: 
 0,1% Coomassie Brilliant Blue R250 
 50% Methanol 
 5% Essigsäure 
2.2.3.3 Sypro Ruby-Färbung 
Für massenspektrometische Analysen sehr geringer Proteinmengen wurde eine 
Fluoreszenzfärbung mittels Sypro Ruby (Bio-Rad, München, Deutschland) 
durchgeführt. 
  Material und Methoden 
 32
Das Gel wurde für 30 min in Waschlösung gewaschen und anschließend unter 
leichtem Schütteln für 3 h in Sypro Ruby-Lösung gefärbt. Zur Reduzierung des 
Hintergrundes wurde das Gel erneut für 45 min in Waschlösung inkubiert. Die 
Visualisierung erfolgte mit einem UV-Transilluminators (MWG-Biotech, Ebersberg, 
Deutschland) bei 312 nm. 
 




Die Silberfärbung (Empfindlichkeitsgrenze etwa 5-30 ng/Bande) wurde modifiziert 
nach Heukeshoven und Dernick (1988) durchgeführt. Alle Arbeitsschritte fanden bei 
RT unter Schwenken statt. Das Gel wurde zunächst für mindestens 1 h in 12,5% 
TCA fixiert. Anschließend wurde es viermal für 10 min in dest. H2O gewaschen und 
für 1 h in Thiosulfatlösung inkubiert. Nach sechsmaligem Waschen für 10 min in dest. 
H2O wurde das Gel für 30 min in Silbernitratlösung inkubiert. Überschüssige 
Färbelösung wurde durch kurzes Waschen (10 s) mit dest. H2O entfernt, und das Gel 
solange in Entwicklerlösung gefärbt, bis deutliche Banden sichtbar waren. Die 
Farbreaktion wurde durch Inkubation des Gels in Stopplösung beendet. 
 
Thiosulfatlösung:  
500 mM C2H3NaO2*3 H2O 
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Gefärbte Gele wurden bei RT 18-24 h zwischen zwei Lagen angefeuchteten Gel 
Drying Film (Promega, Mannheim, Deutschland) getrocknet. 
2.2.4 2D-Gelelektrophorese 
Die 2D-Gelelektrophorese wurde nach Blase et al. (1998) durchgeführt. Für die erste 
Dimension wurden ein IPGphor System und Immobilin Dry Strips mit einer Länge von 
7 cm und einem linearen pH-Gradienten von pH 3 bis pH 10 verwendet (Amersham 
Biosciences, Freiburg, Deutschland).  
Die lyophilisierte Probe wurde in 130 µl Rehydratisierungslösung gelöst und in einen 
IPGphor Strip Holder gegeben. Unter reduzierenden Bedingungen wurde der Lösung 
20 mM DTT zugesetzt. Anschließend wurde der Immobilin Dry Strip mit der Gelseite 
nach unten aufgelegt und mit 250 µl Mineralöl überschichtet. Die Rehydratisierung 
erfolgte bei einer konstanten Spannung von 50 V für 15 h und wie alle weiteren 
Schritte bei 20°C. Die Auftrennung im pH-Gradienten wurde in mehreren Schritten 
durchgeführt: 
 
1 h 150 V 
1 h 500 V 
1 h 1000 V  
4000 V bis zum Erreichen von 20000 Vh 
 
Für die zweite Dimension wurde der Immobilin Dry Strip 20 min bei RT in 
Äquilibrierungslösung inkubiert. Unter reduzierenden Bedingungen erfolgte die 
Äquilibrierung 15 min unter Zusatz von 65 mM DTT und 15 min unter Zusatz von 
240 mM Jodacetamid. Der Strip wurde anschließend in die Tasche eines 12- oder 
15%igen SDS-Polyacrylamidgels eingesetzt und die Geltasche mit 0,3%iger Agarose 
aufgefüllt. Die Elektrophorese wurde, wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben, durchgeführt. 
Die Gele wurden anschließend gefärbt (siehe 2.2.3) oder die Proteine auf PVDF-
Membranen transferiert (siehe 2.2.5). 
Fokussierte Strips können bei -20°C aufbewahrt werden. 
 
Rehydratisierungslösung: 
9 M Harnstoff 
2% CHAPS 
0,5% IPG-Puffer (pH 3-10) 
(20 mM DTT) 
 
  Material und Methoden 
 34
Äquilibrierungslösung: 
0,05 M Tris-HCl, pH 6,8 
2% SDS 
30% (v/v) Glycerin 
6 M Harnstoff 
(65 mM DTT) 
(240 mM Jodacetamid) 
2.2.5 Immobilisierung von Proteinen auf Membranen (Western Blotting) 
Gelelektrophoretisch aufgetrennte Proteine (siehe 2.2.2) wurden nach der Semi-Dry-
Methode (Semi-Dry-Blotter; Biometra, Göttingen, Deutschland) auf PVDF-
Membranen (Millipore, Eschborn, Deutschland) transferiert (Towbin et al., 1979).  
Die auf Gelgröße zugeschnittene PVDF-Membran wurde zunächst mit Methanol 
befeuchtet, mit dest. H2O gewaschen und anschließend - ebenso wie das Gel sowie 
sechs auf Gelgröße zugeschnittene Lagen Blotpapier (Schleicher & Schuell, Dassel, 
Deutschland) - in Blotpuffer äquilibriert. Das Blotsandwich bestand, ausgehend von 
der Anode, aus drei Lagen Blotpapier, der PVDF-Membran, dem Gel und drei 
weiteren Lagen Blotpapier. Der Transfer erfolgte für 2 h bei 1 mA/cm2. Die Qualität 
des Transfers wurde durch eine fünfminütige reversible Färbung der Membran in 
Ponceau S-Färbelösung und anschließender Entfärbung in dest. H2O überprüft. Die 
Membranen wurden entweder sofort für Biotin- und Lektinanalysen (siehe 2.2.6 und 
2.3.1) verwendet oder nach Trocknung bei -20°C gelagert. Getrocknete Membranen 
müssen vor der Verwendung wieder mit Methanol behandelt werden. 
 
Blotpuffer:   
39 mM Glycin 





0,5% Ponceau S in 1% Essigsäure 
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2.2.6 Biotinylierung von ZP-Proteinen 
Die Oocyten wurden, wie in Kapitel 2.1.1 beschrieben, isoliert und von dem 80 µm 
Nylonnetz mit Biotinylierungspuffer abgespült. Die Biotinylierung der ZP-Proteine 
erfolgte vor der Aufreinigung durch Percoll-Dichtegradientenzentrifugation modifiziert 
nach Lee et al. (1999). Hierbei wurden 10 µM N-(biotinoyl)-N´-
(iodacetyl)ethylenediamine (BIAM; Molecular Probes, Eugene, USA) zur 
Biotinylierung von 100 µg ZP eingesetzt. Zur Verhinderung von Disulfidscrambling 
durch Oxidation wurde die Oocytensuspension 20 min vor sowie 10 min nach 
Zugabe von BIAM mit Stickstoffgas behandelt. Die ZP-Proteine wurden 20 min unter 
Schwenken bei RT biotinyliert, und die Reaktion durch anschließende Percoll-
Dichtegradientenzentrifugation gestoppt. Die Isolierung der ZP erfolgte wie in Kapitel 
2.1.1 beschrieben.  
Zur Überprüfung der Biotinylierung wurde ein Western Blot mit anschließender 
Chemilumineszenz-Detektion durchgeführt. 30-40 µg native oder EßGal-gespaltene 
ZP (siehe 2.3.3) wurden nach gelelektrophoretischer Auftrennung unter 
reduzierenden und nicht reduzierenden Bedingungen (siehe 2.2.2) auf PVDF-
Membran transferiert (siehe 2.2.5), und unspezifische Bindungsstellen ü/N bei 4°C 
mit Blockierungslösung blockiert. Anschließend wurde die Membran für 1 h mit 
HRPO-Streptavidin (1:50000; Dianova, Hamburg, Deutschland) in 
Blockierungslösung inkubiert. Nach achtmaligem Waschen in TBS/0,05% (v/v) 
Tween für 5 min wurde die Biotinylierung durch Inkubation für 1 min in 2 ml Working 
Solution des Uptilight HRPO Blot Chemilumineszenz-Substrates (Interchim, 
Mannheim, Deutschland) visualisiert. Auf die Membran wurde in einer Dunkelkammer 
bei Rotlicht 2-10 s ein Röntgenfilm (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) 
exponiert. Dieser wurde anschließend 30 s im Entwicklungsbad (Sigma-Aldrich, 
Steinheim, Deutschland) geschwenkt, 1 min fixiert (Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Deutschland) und nach fünfminütigem Waschen mit dest. H2O getrocknet.  
Die Proteine von 800 µg biotinylierter ZP wurden nach EßGal-Spaltung (siehe 2.3.3) 
durch RP-HPLC (siehe 2.2.7) getrennt. 
 
Biotinylierungspuffer: 
50 mM Bis-Tris, pH 6,5 
150 mM NaCl 
1 mM EDTA 
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TBS: 
50 mM Tris-HCl, pH 7,5 
150 mM NaCl 
 
Blockierungslösung: 
TBS mit 1% Blockierungsreagenz (Roche, Mannheim, Deutschland) 
2.2.7 Reverse Phase-HPLC 
Die Auftrennung der ZP-Proteine und tryptischer ZP-Peptide (siehe 2.2.9 und 2.2.10) 
erfolgte mittels Reverse Phase- (RP) HPLC (Shimadzu, Duisburg, Deutschland) mit 
einer UV-Detektion bei 214 nm. 
Zur Fraktionierung der EßGal-gespaltenen ZP-Proteine (siehe 2.3.3) wurde eine 
Nucleosil 300 C-4 Säule (250 mm x 4 mm; Macherey & Nagel, Düren, Deutschland) 
mit einer Partikelgröße von 10 µm verwendet. Die Trennung erfolgte bei einer 
Flussrate von 0,8 ml/min zunächst 5 min isokratisch (1% Laufmittel B), dann mit 
einem Gradienten von 1% bis 15% Laufmittel B in 15 min und schließlich mit einem 
Gradienten von 15% bis 60% Laufmittel B in 180 min. 
Tryptische ZP-Peptide wurden auf einer Grom-Sil 120 ODS-4HE C-18 Säule 
(150 mm x 2 mm; Alltech Grom, Rottenburg-Hailfingen, Deutschland) mit einer 
Partikelgröße von 3 µm und einer Flussrate von 0,1 ml/min getrennt.  
Hierbei wurden die über Lektin-Affinitätschromatographie isolierten ZP-Glykopeptide 
(siehe 2.3.2) zunächst 10 min isokratisch mit 1% Laufmittel B und dann mit einem 
Gradienten von 1% bis 70% Laufmittel B in 70 min fraktioniert.  
Die Trennung von tryptischen ZP-Peptiden biotinylierter ZP-Proteine (siehe 2.2.6) 
erfolgte nach isokratischen Bedingungen (5 min, 1% Laufmittel B) mit einem 
Gradienten von 1% bis 20% Laufmittel B in 20 min und einem Gradienten von 20% 
bis 75% Laufmittel B in 110 min. 
Für die Analyse der ZP-Peptide wurden einzelne Peaks, aber auch kontinuierlich 
200 µl-Fraktionen gesammelt. Die einzelnen Fraktionen wurden für weitere Analysen 
in einer SpeedVac konzentriert. 
 
Laufmittel A: 
0,1% TFA in dest. H2O 
 
Laufmittel B:  
0,1% TFA in Acetonitril 
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2.2.8 Enzyme-Linked Binding Assay 
RP-HPLC-Fraktionen mit biotinylierten tryptischen Peptiden (siehe 2.2.7) wurden im 
Enzyme-Linked Binding Assay (ELBA) identifiziert.  
1/4 der RP-HPLC-Fraktionen wurden in 20 µl dest. H2O aufgenommen und nach dem 
Versetzen mit 80 µl Peptidbeschichtungspuffer in einer Mikrotiterplatte (Nunc, 
Wiesbaden, Deutschland) ü/N bei 4°C immobilisiert. Als Kontrolle wurde dest. H2O 
verwendet. Nach dreimaligem Waschen mit je 500 µl Waschpuffer pro Vertiefung 
wurden unspezifische Bindungsstellen mit je 200 µl 5% BSA in Waschpuffer bei 37°C 
für 1 h blockiert. Die Detektion der biotinylierten Peptide erfolgte durch Inkubation mit 
je 200 µl HRPO-Streptavidin (1:20000; Dianova, Hamburg, Deutschland) in 0,5% 
BSA/Waschpuffer für 1 h bei 37°C. Nach dreimaligem Waschen mit je 500 µl 
Waschpuffer sowie einmaligem Waschen mit dest. H2O wurde in jede Vertiefung 
100 µl Orthophenylendiaminlösung (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) 
gegeben. Die Reaktion wurde durch Zugabe von je 7 µl 30% H2O2 gestartet. 
Anschließend wurde für 5 min bei RT inkubiert, und die Reaktion durch Zugabe von 
je 50 µl 4 M H2SO4 gestoppt. Die Extinktion wurde in einem ELISA-Reader (ICN, 
Meckenheim, Deutschland) bei λ=492 nm gemessen. 
 
Peptidbeschichtungspuffer: 
30 mM Na2CO3/70 mM NaHCO3, pH 9,6 
 
Waschpuffer: 
28 mM NaH2PO4*H2O/72 mM Na2HPO4*2 H2O, pH 7,2 
150 mM NaCl  
0,05% (v/v) Tween 
 
Substratpuffer: 
50 mM Na2HPO4, pH 5,0 
20 mM Zitronensäure 
 
Orthophenylendiaminlösung:  
20 mg/10 ml Substratpuffer 
2.2.9 Tryptische Spaltung 
1-2 mg native oder EßGal-gespaltene (siehe 2.3.3) bzw. durch RP-HPLC getrennte 
(siehe 2.2.7) biotinylierte ZP-Proteine (siehe 2.2.6) wurden in 500 µl 
Denaturierungspuffer aufgenommen und 30 min bei 50°C reduziert. Anschließend 
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wurde die Probe auf RT abgekühlt, und die Sulfhydrylgruppen nach Zusatz von 
49 mM Jodacetamid bei RT carbamidomethyliert. Nach Zugabe der jeweiligen Puffer 
wurde für 5 min mit Protectan Spray (Tetenal, Norderstedt, Deutschland) begast, um 
Disulfidscrambling zu verhindern. Die modifizierte Probe wurde mittels einer NAP-5 
Säule (Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland) nach Vorgaben des 
Herstellers entsalzt, wobei die Säule mit dem entsprechenden Reaktionspuffer 
äquilibriert und die Proteine eluiert wurden. 
Reduzierte und carbamidomethylierte ZP-Proteine wurden ü/N in 20 mM NH4HCO3, 
pH 8,5 mit TPCK-behandeltem Trypsin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) in 
einem Enzym/Substratverhältnis von 1:50 bei 37°C inkubiert.  
Die Proteolyse von RP-HPLC angereicherten biotinylierten ZP-Proteinen erfolgte in 
50 mM NH4HCO3, pH 8,0 nach N-Glykosidase F-Spaltung (siehe 2.3.6) mit 1 µg/ml 
Trypsin Gold, Mass Spectrometry Grade (Promega, Mannheim, Deutschland).  




100 mM Tris-HCl, pH 8,6 
5,3 M Guanidinhydrochlorid 
12,5 mM DTT 
2.2.10 Tryptische In-Gel-Spaltung 
Tryptische In-Gel-Spaltung wurde modifiziert nach dem Protokoll von Jensen et al. 
(1997) mit 1 mg reduzierter und nicht reduzierter EßGal-gespaltener ZP (siehe 2.3.3) 
durchgeführt.  
Die ZP-Proteine wurden zur Reduktion in 120 µl Denaturierungspuffer aufgenommen 
und nach Zugabe von 12,5 mM DTT 30 min bei 50°C inkubiert. Nach Abkühlung auf 
RT wurden die Proteine durch Zusatz von 50 mM Jodacetamid bei RT im Dunkeln 
carbamidomethyliert. Vor den reduzierenden und modifizierenden Bedingungen 
wurde die Probe jeweils für 5 min mit Protectan Spray (Tetenal, Norderstedt, 
Deutschland) begast, um Disulfidscrambling zu verhindern. 
Die reduzierten und nicht reduzierten ZP-Proteine wurden in einem 10 oder 12%igen 
SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt, wobei für die reduzierten Proben 
2 x Auftragspuffer mit lediglich 1% SDS eingesetzt wurde (siehe 2.2.2). Anschließend 
wurde eine Sypro Ruby- oder mCBB-Färbung (siehe 2.2.3) durchgeführt. Die Banden 
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des zu identifizierenden Proteins und als Kontrolle Regionen gleicher Größe ohne 
Protein wurden aus dem Gel ausgeschnitten und in 1 mm2 große Stückchen 
zerkleinert. Alle folgenden Waschschritte wurden mit dem zweifachen Gelvolumen 
Lösung durchgeführt. 
Die Gelstückchen wurden zweimal für 15 min in Waschlösung gewaschen und nach 
Abnahme der Flüssigkeit für 10 min in 100% Acetonitril dehydriert. Anschließend 
wurde das Acetonitril abgenommen, und das Gel in 0,1 M NH4HCO3, pH 8,5 
rehydriert. Nach 10 min wurde das gleiche Volumen an 100% Acetonitril 
hinzugegeben. Die Flüssigkeit wurde nach 15 minütiger Inkubation entfernt, und die 
Gelstückchen getrocknet. Das Gel wurde in Reduktionspuffer aufgeschwemmt, für 
45 min bei 56°C inkubiert und nach Abkühlung auf RT in 100% Acetonitril dehydriert. 
Nach Trocknung der Gelstückchen erfolgte eine Inkubation für 30 min in 
Carbamidomethylierungspuffer bei RT im Dunkeln. Die Jodacetamidlösung wurde 
abgenommen, und die Wasch-, De- und Rehydrierungsschritte so häufig wiederholt, 
bis die Gelstückchen vollständig entfärbt waren. Das Gel wurde in einer SpeedVac 
getrocknet. 
Die im Gel enthaltenen Proteine wurden ü/N in 50 mM NH4HCO3, pH 8,5 mit Trypsin 
Sequencing Grade (Boehringer, Mannheim, Deutschland) in einem 
Enzym/Substratverhältnis von 1:20 bei 37°C gespalten. Die Gelstückchen der 
Kontrolle wurden ebenfalls mit der gleichen Menge an Trypsin versetzt. 
Anschließend wurde nach Zentrifugation der Probe (10 s, 14000 x g) der Überstand 
abgenommen. Die Gelstückchen wurden einmal für 30 min mit dem 
Extraktionspuffer 1 und dreimal für 40 min mit dem Extraktionspuffer 2 inkubiert. 
Zwischen den einzelnen Inkubationsschritten wurden die Peptide durch fünfminütige 
Ultraschallbehandlung extrahiert. Die einzelnen Überstände wurden vereinigt, für 
5 min auf 95°C erhitzt und nach Einengung im SpeedVac für MALDI-ToF-MS-
Analysen (siehe 2.4) oder Lektin-Affinitätschromatographie (siehe 2.3.2) eingesetzt. 
 
Denaturierungspuffer: 




50 mM NH4HCO3, pH 8,5 
50% Acetonitril 
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Reduktionspuffer: 
100 mM NH4HCO3, pH 8,5 
10 mM DTT 
 
Carbamidomethylierungspuffer: 
100 mM NH4HCO3, pH 8,5 









2.3 Glykoanalytische Methoden 
2.3.1 Lektin-Markierung 
Der Nachweis und die Charakterisierung der Glykosylierung der ZP-Proteine erfolgte 
durch Lektine (Alexis/Vektor, Grünberg, Deutschland; siehe Tab. 2.2). Hierfür wurden 
5-40 µg native oder EßGal-gespaltene ZP (siehe 2.3.3) durch 1D- und 2D-SDS-Gele 
elektrophoretisch aufgetrennt (siehe 2.2.2) und anschließend auf eine PVDF-
Membran transferiert (siehe 2.2.5). 
 
Tab. 2.2: Eigenschaften der verwendeten Lektine 
Lektin Spezifität Inhibitionszucker 
Concanavalin A (Con A) α-D-Glucose, α-D-Mannose α-Methylmannopyranosid 









Alle folgenden Arbeitsschritte fanden unter Schwenken statt. Unspezifische 
Bindungsstellen der Membran wurden ü/N bei 4°C durch Inkubation in TBS/1% (v/v) 
Tween blockiert. Anschließend wurde die Membran für 30 min bei RT mit 1-2 µg/ml 
biotinylierten Lektinen in TBS/1% (v/v) Tween inkubiert. Die Spezifität der Lektine 
  Material und Methoden 
 41
wurde auf einer weiteren Membran durch Zusatz von 0,5 M inhibierenden Zucker 
(siehe Tab. 2.2) getestet. Es folgten vier zehnminütige Waschschritte in TBS/1% (v/v) 
Tween, bevor die Membran für 30 min bei RT mit Streptavidin Peroxidase (1:200000; 
Dianova, Hamburg, Deutschland) in TBS/1% (v/v) Tween inkubiert wurde. Nach 
achtmaligem Waschen der Membran mit TBS/1% (v/v) Tween für 5 min wurde die 
Streptavidinbindung entsprechend des Nachweises der Biotinylierung der ZP in 
Kapitel 2.2.6 visualisiert. 
Für weitere Analysen kann die Membran nach zweimaligem Waschen für 10 min mit 
TBS/1% (v/v) Tween in 3 M Kaliumthiocyanat für 1-6 Tage gestrippt werden. 
 
TBS: 
50 mM Tris-HCl, pH 7,5 
150 mM NaCl 
2.3.2 Lektin-Affinitätschromatographie 
Tryptische Glykopeptide des ZP-Proteingemisches (siehe 2.2.9) wurden mittels 
Minilektinsäulen und die des ZPA-Proteins nach tryptischer In-Gel-Spaltung 
(siehe 2.2.10) im Lektin-Batch-Verfahren isoliert.  
2.3.2.1 Minilektinsäule  
Tryptische lyophilisierte Peptide von 2 mg EßGal-gespaltener ZP (siehe 2.3.3) 
wurden in WP resuspendiert und für 2-3 h mit 800 µl suspendierter LCA-Agarose 
(Alexis/Vektor, Grünberg, Deutschland) unter Schütteln in einem Biospin-
Minisäulchen (Bio-Rad, München, Deutschland) inkubiert. Das Säulenmaterial wurde 
zweimal mit dem doppelten Säulenvolumen WP gewaschen. Anschließend erfolgte 
die Elution der Glykopeptide in einer kompetitiven Verdrängungsreaktion durch 
Inkubation der Agarose mit einem Säulenvolumen Elutionspuffer für 1-2 h sowie 
dreifaches Waschen mit Elutionspuffer. Die Glykopeptide wurden vereinigt und für 
weitere Analysen lyophilisiert. 
Der Durchlauf wurde zusätzlich für 2 h mit 100 µl suspendierter Con A-Sepharose 
(Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) inkubiert. Die Wasch- und 
Elutionsschritte erfolgten, wie vorher beschrieben. 
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Waschpuffer (WP):  
10 mM Tris-HCl, pH 7,2 
1 mM PMSF 
1 mM CaCl2 
150 mM NaCl 
 
Elutionspuffer:  
0,2 M α-Methylmannopyranosid in WP 
2.3.2.2 Lektin-Batch-Verfahren 
Die nach tryptischer In-Gel-Spaltung des EßGal-gespaltenen ZPA-Proteins 
(siehe 2.3.3) erhaltenen Peptide wurden in WP (siehe 2.3.2.1) resuspendiert und in 
einem Reaktionsgefäß für 2 h mit suspendierter Con A-Sepharose (0,14 ml/0,2 mg 
Protein; Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) oder für 3 h mit suspendierter 
LCA-Agarose (0,4 ml/0,2 mg Protein; Alexis/Vektor, Grünberg, Deutschland) unter 
Schütteln inkubiert. Nicht gebundene Peptide wurden durch zweimaliges Waschen 
des Säulenmaterials mit dem doppelten Volumen an WP entfernt (10 min, 800 x g). 
Die Glykopeptide eluierten durch Inkubation der Matrix für 1-2 h mit einem 
Säulenvolumen Elutionspuffer (siehe 2.3.2.1) und dreifaches Waschen mit 
Elutionspuffer (10 min, 800 x g). Sie wurden anschließend vereinigt und für weitere 
Analysen lyophilisiert. 
2.3.3 Endo-ß-Galactosidase-Spaltung der ZP-Glykoproteine  
2 mg solubilisierte ZP (siehe 2.1.3) wurden in 1000 µl 0,1 M Ammoniumacetat, pH 
5,7 aufgenommen und 24 h mit 20 mU Endo-ß-Galactosidase (EßGal, Escherichia 
freundii; Calbiochem, Bad Soden, Deutschland) bei 37°C inkubiert. Die Probe wurde 
anschließend lyophilisiert und für weitere Analysen bei -20°C gelagert. 
2.3.4 Desulfatierung der ZP-Glykoproteine  
Die Desulfatierung der ZP-Glykoproteine wurde nach dem Protokoll von Yagi et al. 
(2005) durchgeführt. 30 µg desialylierte (siehe 2.3.5) sowie desialylierte/EßGal-
gespaltene ZP (siehe 2.3.3) wurden in 1 M HCl gelöst und für 4 h bei 37°C inkubiert. 
Anschließend wurde zur Neutralisation 1 M NaOH hinzugegeben.  
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2.3.5 Desialylierung der ZP-Glykoproteine 
Solubilisierte ZP (siehe 2.1.3) wurde in 50 mM Ammoniumacetat, pH 5,0 gelöst 
(100 µg/100 µl) und für 24 h mit 20 mU Neuraminidase (Roche, Mannheim, 
Deutschland) bei 37°C inkubiert. Kombinierte Neuraminidase- und EßGal-Spaltung 
erfolgte in 0,1 M Ammoniumacetat, pH 5,7.  
2.3.6 Deglykosylierung durch N-Glykosidase F 
Die Deglykosylierung der ZP wurde mit dem rekombinanten Enzym N-Glykosidase F 
(Roche, Mannheim, Deutschland) durchgeführt. 
2.3.6.1 Deglykosylierung von Glykopeptiden und Proteinen 
Über RP-HPLC isolierte Glykopeptide (siehe 2.2.7) wurden in 30-40 µl dest. H2O 
aufgenommen und nach Zugabe von 2-3 U N-Glykosidase F für 24 h bei 37°C 
inkubiert. Die Proben wurden anschließend auf 10-20 µl im SpeedVac eingeengt und 
für MALDI-ToF-MS-Messungen (siehe 2.4.1) der deglykosylierten Peptide 
vorbereitet. 
RP-HPLC isolierte ZP-Proteine (siehe 2.2.7) wurden nach Carbamidomethylierung 
sowie vor der tryptischen Spaltung (siehe 2.2.9) mit 10 U N-Glykosidase F für 24 h 
bei 37°C inkubiert. 
2.3.6.2 In-Gel-Deglykosylierung und Isolierung von N-Glykanen 
Die In-Gel-Deglykosylierung wurde nach Küster et al. (1997) durchgeführt. 340 µg 
native, desialylierte (siehe 2.3.5) und desialylierte/ EßGal-gespaltene ZP (siehe 
2.3.3) wurden unter nicht reduzierenden Bedingungen in einem 8%igen SDS-Gel 
(siehe 2.2.2) elektrophoretisch aufgetrennt, und die Proteine anschließend durch 
mCBB-Färbung (siehe 2.2.3.2) detektiert.  
Zur Charakterisierung der Glykane des N-terminalen etwa 25 kDa großen 
Fragmentes des ZPA-Proteins wurde 1 mg ZP reduziert und carbamidomethyliert 
(siehe 2.2.10). Die Auftrennung erfolgte in einem 15%igen SDS-Gel mit einer 
Endkonzentration von 0,08% Bisacrylamid, um das Eindringen der N-Glykosidase F 
in das Gel zu ermöglichen. Das Gel wurde mit Sypro Ruby (siehe 2.2.3.3) gefärbt.  
Die entsprechenden Banden des Glykoproteins und als Kontrolle Regionen gleicher 
Größe ohne Protein wurden aus dem Gel herausgeschnitten und zweimal 30 min in 
20 mM NaHCO3, pH 7,0 gewaschen. Das Protein wurde anschließend mit 2,8 mM 
DTT in 20 mM NaHCO3, pH 7,0 30 min bei 60°C reduziert. Die 
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Carbamidomethylierung der Probe erfolgte nach Abkühlung auf RT und Zugabe von 
6 mM Jodacetamid 30 min im Dunkeln bei RT. Nach Zugabe der jeweiligen Puffer 
wurde für 5 min mit Protectan Spray (Tetenal, Norderstedt, Deutschland) begast, um 
Disulfidscrambling zu verhindern.  
Die Gelstücke wurden zur Entfernung der Modifikationsreagenzien sowie des SDS 
für 1 h in 50% Acetonitril in 20 mM NaHCO3, pH 7,0 gewaschen, in 1 mm2 große 
Stückchen geschnitten und anschließend getrocknet. Zu den getrockneten 
Gelstückchen wurden 15-20 U N-Glykosidase F (100 U/ml) in 20 mM NaHCO3, 
pH 7,0 gegeben. Der Spaltansatz wurde nach Eindringen der Flüssigkeit mit 
zusätzlichem Puffer bedeckt und für 12-16 h bei 37°C inkubiert. Der 
Inkubationspuffer, welcher bereits einige Glykane enthielt, wurde abgenommen, und 
die Glykane dreimal mit dest. H2O durch 30 minütige Ultraschallbehandlung 
extrahiert. Die einzelnen Extrakte wurden vereinigt und für das anschließende 
Entsalzen in der SpeedVac getrocknet. 
Das Protein wurde tryptisch im Gel gespalten (siehe 2.2.10), und die extrahierten 
Peptide durch MALDI-ToF-MS (siehe 2.4.1) analysiert.  
2.3.6.3 On-Blot-Deglykosylierung und Isolierung von N-Glykanen 
Die N-Glykane des ZP-Proteingemisches wurden modifiziert nach Zhou et al. (2004) 
und Küster et al. (1998) nach Immobilisierung der Proteine auf PVDF-Membran 
(ImmobilonTM-PSQ; Millipore, Eschborn, Deutschland) abgespalten.  
15-45 µg desialylierte ZP (siehe 2.3.5) wurden in 5-15 µl Blotpuffer (siehe 2.2.5) 
aufgenommen und auf ein 60 mm2 großes in Methanol und Blotpuffer äquilibriertes 
Membranstück getropft. Als Negativkontrolle wurde ein PVDF-Membranstück 
gleicher Größe ohne Protein verwendet. Die Membranstückchen wurden bei RT 
getrocknet, mit Methanol befeuchtet und in 1 mm2 Stückchen geschnitten. 
Anschließend wurden sie zweimal für 15 min in 20 mM NaHCO3, pH 7,0 gewaschen 
und 30 min in Denaturierungspuffer bei 60°C inkubiert. Nach Abkühlung auf RT 
wurden die Proteine durch Zugabe von 100 mM Jodacetamid 30 min bei RT im 
Dunkeln carbamidomethyliert. Die Membranstückchen wurden 1 h mit 50% Acetonitril 
in 20 mM NaHCO3, pH 7,0 gewaschen und eine weitere Stunde zur Blockierung von 
unspezifischen Bindungsstellen in 1% PVP/50% Methanol inkubiert. Nach drei 
weiteren Waschschritten von 15 min in 20 mM NaHCO3, pH 7,0 erfolgte die 
Deglykosylierung der Proteine für 12-16 h mit 3-7 U N-Glykosidase F (60 U/ml) in 
20 mM NaHCO3, pH 7,0 bei 37°C. Der Inkubationspuffer wurde anschließend 
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abgenommen, und die Glykane zusätzlich 10 min im Ultraschallbad in dest. H2O 




6 M Guanidinhydrochlorid 
100 mM DTT 
in 20 mM NaHCO3, pH 7,0 
2.3.7  Entsalzen von Glykanen 
Die nach In-Gel- und On-Blot-Deglykosylierung extrahierten N-Glykane (siehe 2.3.6) 
wurden modifiziert nach der Methode von Packer et al. (1998) und Wheeler und 
Harvey (2001) entsalzt.  
Hierfür wurde eine Minisäule mit 5-20 µl graphitisiertem Kohlenstoff (Alltech, 
Unterhaching, Deutschland) in einer ZipTipC18-Pipettenspitze (Millipore, Eschborn, 
Deutschland) hergestellt. Alle Beladungs-, Wasch- sowie Elutionsschritte erfolgten 
durch einminütige Zentrifugation des Säulenmaterials bei 14000 x g. Zum Entsalzen 
der Glykane nach In-Gel-Deglykosylierung wurde der graphitisierte Kohlenstoff mit 
80% Acetonitril/0,1% TFA und anschließend mit dest. H2O gewaschen. Für die 
Aufreinigung der Glykane nach On-Blot-Deglykosylierung wurde sequentiell dreimal 
mit 80 µl 1 M NaOH, dest. H2O, 80% Acetonitril/0,1% TFA, 25% Acetonitril/0,05% 
TFA, 25% Acetonitril und viermal mit dest. H2O gewaschen.  
Die Glykane wurden in 50-100 µl dest. H2O gelöst und anschließend über die 
Minisäule gegeben. Salze wurden durch das dreimalige Waschen der Säule mit 80 µl 
dest. H2O entfernt. Die Elution der Glykane erfolgte mit dem dreifachen 
Säulenvolumen 25% Acetonitril/0,05% TFA.  
Zur Trennung von neutralen und sulfatierten Glykanen wurden die neutralen Glykane 
dreimal mit dem dreifachen Säulenvolumen 25% Acetonitril eluiert. Die Elution von 
sulfatierten Glykanen wurde dreimal mit dem dreifachen Säulenvolumen 25% 
Acetonitril/0,05% TFA durchgeführt. Die entsalzten Glykane wurden für MALDI-ToF-
MS-Analysen (siehe 2.4) konzentriert. 
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2.4 Massenspektrometrie  
2.4.1 MALDI-ToF-MS-Analyse von Peptiden 
Massenspektren von tryptischen ZP-Glykopeptiden (siehe 2.2.9 und 2.2.10) sowie 
Peptiden nach N-Glykosidase F-Spaltung (siehe 2.3.6) wurden auf einem Kratos 
MALDI-II Analytical Kompact Instrument (V 5.2; Kratos Analytical, Manchester, 
England) im positiven linearen Modus aufgenommen. Es wurden zwischen 20 und 80 
Laserpulse je Spektrum akkumuliert. Die Kalibrierung des Gerätes erfolgte mit 
Peptidstandards im Bereich von 1000-10000 Da (siehe unten).  
 
Probenvorbereitung 
Die über RP-HPLC isolierten Glykopeptide (siehe 2.2.7) wurden in 10-20 µl dest. H2O 
aufgenommen. Von den korrespondierenden deglykosylierten Peptiden und Peptiden 
nach tryptischer In-Gel-Spaltung wurden nach Aufnahme in 10-20 µl dest. H2O 5-
10 µl über ZipTipC18 (Millipore, Eschborn, Deutschland) nach den Vorgaben des 
Herstellers konzentriert. Die Peptide wurden mit 50% und 80% Acetonitril in 0,1% 
TFA eluiert. 
Die Probenauftragung erfolgte nach der Sandwichmethode (Kussmann et al., 1997). 
Nach Trocknung von 0,5 µl Matrix A auf dem Target wurden 1 µl 0,1% TFA, 1 µl 
Probe und 0,5 µl Matrix B hinzugegeben. Die Kristallisation wurde unter trockener 
Luftzufuhr durchgeführt. 
 
Matrix A:  
10 mg α-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsäure/ml (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)  
in Aceton/dest. H2O (99:1) 
 
Matrix B:  
10 mg α-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsäure/ml  
in Acetonitril/0,1% TFA (70/30) 
 
Peptidstandards:  
Bradykinin, Ile-Ser-Bradykinin, bovine oxidierte Insulin-B-Kette, humanes in E. coli 
exprimiertes rekombinantes Arg-Insulin und Ubiquitin (Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Deutschland) 
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2.4.2 MALDI-ToF-MS-Analyse von BIAM-markierten Peptiden 
Die über RP-HPLC isolierten Peptide von BIAM-markierten ZP-Proteinen (siehe 2.2.6 
und 2.2.7), die eine positive Reaktion im ELBA (siehe 2.2.8) zeigten, wurden an 
einem Kratos MALDI-II Analytical Kompact Instrument (V 5.2; Kratos Analytical, 
Manchester, England) im positiven linearen Modus vermessen. Es wurden zwischen 
20 und 80 Laserpulse je Spektrum akkumuliert. Die Kalibrierung des Gerätes erfolgte 
mit Peptidstandards im Bereich von 1000-10000 Da (siehe 2.4.1). 
 
Probenvorbereitung 
1/16-1/8 der Fraktionen wurden in 1 µl dest. H2O aufgenommen und auf dem Target 
mit 1 µl Matrix gemischt. Die Kristallisation erfolgte bei RT. 
 
Matrix:  
10 mg Sinapinsäure/ml (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) 
in Acetonitril/0,1% TFA (70/30) 
2.4.3 MALDI-ToF-MS- und MSn-Analysen von neutralen N-Glykanen  
MALDI-ToF-MS-Messungen der neutralen Glykane (siehe 2.3.7) wurden auf einem 
Kratos MALDI-II Analytical Kompact Instrument (V 5.2; Kratos Analytical, 
Manchester, England) im positiven Modus mit hoher Laserenergie durchgeführt. Es 
wurden zwischen 20 und 80 Laserpulse je Spektrum akkumuliert. 
MSn-Massenspektren wurden auf einem AXIMA-QIT-MALDI-TRAP-ToF-Instrument 
(Kratos Analytical, Manchester, England) aufgenommen. Die Fragmentierung erfolgte 
durch Heliumgas bei einem Druck von 4 x 10-3 Pa und mit einer 
Beschleunigungsspannung von 10 kV. Die Geräte wurden mit Glykanstandards im 
Bereich von 800-1800 Da kalibriert (siehe unten).  
 
Probenvorbereitung 
Die entsalzten Glykane wurden in 5-40 µl dest. H2O aufgenommen. 1 µl Probe wurde 
mit 1 µl Matrix auf dem Target gemischt. Die Kristallisation erfolgte bei RT. 
 
Matrix:  
7 mg 2,5-Dihydroxybenzoesäure/ml (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)  
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Glykanstandards:  
α3-, α6-Mannopentaose, Mannopentaose-Di-(N-Acetyl)-D-Glucosamin, 
Mannopentaose-Di-(N-Acetyl-D-Glucosamin)-Asparagin, Mannooctaose-Di-(N-
Acetyl)-D-Glucosamin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) 
2.4.4 MALDI-ToF-MS- und MS2-Analysen von sulfatierten N-Glykanen 
Viele sulfatierte Glykane sind aufgrund der labilen Natur des Sulfatrestes bei 
bestimmten Verknüpfungen mit den normalen Kohlenhydratmatrices schwer durch 
MALDI-ToF-MS zu analysieren. Es konnten jedoch sulfatierte Oligosaccharide ohne 
metastabilen Zerfall unter anderem mit D-Arabinosazon als Matrix (Wheeler und 
Harvey, 2001; von der Ohe et al., 2002) im negativen Modus als [M-H]-- oder [M-
2H+Na]--Ionen massenspektrometrisch dargestellt werden.  
MS- und MS2-Massenspektren von sulfatierten N-Glykanen der ZP-Proteine (siehe 
2.3.7) wurden auf einem Ultraflex-Massenspektrometer (Bruker Daltonik, Bremen, 
Deutschland) im negativen Modus mit einer Beschleunigungsspannung von 20 kV 
aufgenommen. Die MS2-Messungen erfolgten im Lift Modus. Das Gerät wurde mit 
Peptidstandards im Bereich von 1000-3000 Da kalibriert (siehe unten). 
2.4.4.1 Synthese von D-Arabinosazon 
D-Arabinosazon wurde nach dem Protokoll von Chen et al. (1997) synthetisiert. 
2,0 mmol D-(-)-Arabinose (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland), 4,0 mmol 
Phenylhydrazinhydrochlorid, 10 mmol Natriumacetat und 6 ml dest. H2O wurden in 
einem 25 ml Glasgefäß unter gelegentlichem Schwenken in einem kochenden 
Wasserbad erhitzt. Nach Beginn der Bildung eines gelben oder ölig braunen 
Niederschlages wurde das Glasgefäß für weitere 20 min im siedenden Wasser 
inkubiert und anschließend auf RT abgekühlt. Das durch Zentrifugation (20 min, 
3000 x g) und Dekantieren erhaltene Präzipitat wurde dreimal mit 10 ml dest. H2O 
gewaschen (20 min, 3000 x g), mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe filtriert und 
vollständig im Exsikator getrocknet. Zur Entfernung des hohen Anteils von 
Natriumionen wurde eine 60%ige heiße Ethanollösung langsam unter Rühren bis zur 
vollständigen Lösung des Präzipitates hinzugegeben. Durch langsame Abkühlung 
auf RT kam es zur Kristallisierung. Die Mikrokristalle wurden durch Filtration erhalten 
und nach zweimaliger Rekristallisierung im Exsikator getrocknet. Das bräunliche D-
Arabinosazon wurde bei 4°C gelagert. 
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Probenvorbereitung 
Salzfreie sulfatierte Glykane wurden in 1 µl dest. H2O aufgenommen und nach 
Mischen mit 0,5 µl Matrix auf dem Target bei RT cokristallisiert. Weitere 0,5 µl Matrix 
wurde hinzugegeben und bei RT getrocknet. 
 
Matrix:  
3-6 mg D-Arabinosazon/ml  
in Ethanol/dest. H2O (3:1) 
 
Peptidstandards:  
Angiotensin II, Angiotensin I, Substanz P, Bombesin, ACTH Clip 1-17,  
ACTH Clip 18-39, Somatostatin 28 (Bruker Daltonik, Bremen, Deutschland) 
2.5 Auswertung der Massenspektren 
Die Auswertung der ZP-Peptide basierte auf den Aminosäuresequenzen der 
SwissProt Zugangsnummern P42099 (ZPA), Q07287 (ZPB) und P42098 (ZPC). 
Die Auswertung der Glykopeptid- sowie der Glykanmassen der neutralen N-Glykane 
erfolgte mit dem ExpasyGlycoMode-Programm (Cooper et al., 2001), wobei die 
Berechnungen im Wesentlichen auf den für die ZP-Glykoproteine beschriebenen 
Hauptstrukturen der komplexen fucosylierten bi-, tri- und tetraantennären N-Glykane 
(Noguchi und Nakano, 1992; Noguchi et al., 1992) basierte.  
MALDI-ToF-MSn-Spektren der neutralen N-Glykane wurden mit Hilfe der von Harvey 
(1999, 2000) identifizierten Fragmente ausgewertet, und die Berechnung der 
sulfatierten N-Glykane beruhte auf den von Mori et al. (1998) und der Arbeitsgruppe 
von Nakano identifizierten Strukturen (Noguchi und Nakano, 1992; Noguchi et al., 
1992). 
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3 Ergebnisse 
3.1 Glykosylierung der ZP-Proteine  
3.1.1 Elektrophoretische Analyse der ZP-Glykoproteine 
Da das Schlachtmaterial von präpuberalen Sauen in großen Mengen zur Verfügung 
stand, konnten die Zonae pellucidae in einer Massenaufarbeitung gewonnen werden. 
Es wurden aus 300 Ovarien circa 80000 ZPs (1,2 mg ZP) isoliert.  
Die solubilisierten ZP-Proteine wurden zur Charakterisierung der Glykosylierung 
durch 1D- und 2D-Gelelektrophorese aufgetrennt. Dies führte zu der Auflösung von 
heterogenen Glykoformen der nativen Proteine. In der 1D-Gelelektrophorese 
entsprach die Bande zwischen 95 und 120 kDa den ZPA-Isoglykoproteinen. Die 
Glykoformen von ZPB/ZPC überspannten einen Bereich zwischen 50  und 70 kDa 
und waren aufgrund ihres hohen Glykosylierungsgrades sowie ähnlichen 
Molekulargewichten elektrophoretisch nicht voneinander zu trennen (siehe 
Abb. 3.1a).  




















Abb. 3.1:  Elektrophoretische Analyse der porcinen ZP-Proteine. 
(a) 20 µg native (2) und EßGal-gespaltene ZP (3) wurden durch 10%ige 1D-
SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine durch CBB-Färbung detektiert. 
(b) 30 µg native ZP wurden durch 12%ige 2D-Gelelektrophorese aufgetrennt 
und die Proteine durch Silberfärbung detektiert. 
In der Spur 1 wurde jeweils der Proteinlängenstandard aufgetragen. 
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In der 2D-Gelelektrophorese stellten sich die ZP-Proteine bei etwas höheren 
Molekulargewichten dar. Die Isoformen des ZPA-Proteins erstreckten sich über den 
pI-Bereich von 4,0 bis 6,8 und diejenigen des ZPB- und ZPC-Proteins von pI 3,0 bis 
7,0 (siehe Abb. 3.1b). 
Endo-ß-Galactosidase spaltet die ß-galactosidische Verbindung von sich 
wiederholenden N-Acetyllactosamineinheiten (Galß1→4GlcNAc) der Antennen von 
N- und O-Glykanen, welche sulfatiert und sialyliert sein können. Die Behandlung der 
nativen ZP-Glykoproteine mit EßGal resultierte in einer Abnahme der 
Molekulargewichte der Proteine (siehe Abb. 3.1a), wobei ein geringerer Massenshift 
bei dem ZPA-Protein (95-100 kDa) als bei dem ZPB/ZPC-Gemisch (45-50 kDa) zu 
beobachten war.  
Die ZP Proteine tragen demnach heterogene Glykane und bilden ein typisches 
Glykoproteinmuster mit zahlreichen Spots in der 2D-Gelelektrophorese. 
3.1.2 Lektinologische Analyse der ZP-Proteine 
Die Kohlenhydratstrukturen der ZP wurden an immobilisierten EßGal-gespaltenen 
ZP-Proteinen mit Lektinen unter Einsatz eines Biotin-Avidin-Systems und 
anschließender Chemilumineszenz analysiert.  
Das circa 95-100 kDa große EßGal-gespaltene ZPA-Protein (ZP1) wurde unter 
reduzierenden Bedingungen in ein etwa 65 kDa großes Polypeptid (ZP2) und zwei 
Polypeptide im Bereich von 20 bis 30 kDa (ZP4) gespalten (siehe Abb. 3.2a, c). Eine 
Anfärbung des ZPB/ZPC-Gemisches und der Polypeptide des ZPA-Proteins durch 
das Lektin Con A zeigte, dass die ZP-Glykoproteine α-gebundene Mannose 
enthalten (siehe Abb. 3.2a; Kornfeld und Ferris, 1975). Alle ZP-Proteine und 
Polypeptide des ZPA-Proteins wurden ebenfalls durch das Lektin LCA markiert 
(siehe Abb. 3.2b, c). Dies spricht für das Vorkommen von fucosylierten komplexen N-
Glykanen in der ZP (Kornfeld et al., 1981). 
Das Lektin ACA bindet spezifisch an die Core-Struktur 1 (Galß1→3GalNAc) von O-
Glykanen (Rinderle et al., 1990). In den ZP-Proteinen konnte O-Glykosylierung 
nachgewiesen werden (siehe Abb. 3.2b), allerdings wurde die Doppelbande 
zwischen 20 und 30 kDa unter reduzierenden Bedingungen nicht angefärbt (siehe 
Abb. 3.2d).  
Alle ZP-Proteine sind demnach N- und O-glykosyliert, wobei jedoch die 20 bis 30 kDa 
großen Polypeptide des ZPA-Proteins lediglich N-Glykane tragen.  
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Abb. 3.2: Lektinbindungsmuster von EßGal-gespaltener ZP. 
Immobilisierte ZP-Proteine wurden nach elektrophoretischer Auftrennung mit 
Lektinen inkubiert; die Reaktion wurde durch ein Biotin-Avidin-System und 
Chemilumineszenz visualisiert. 
ZPA wurde unter reduzierenden Bedingungen in ein 65 kDa großes Polypeptid 
und zwei Polypeptide von 20-30 kDa gespalten. 
(a) 40 µg ZP mit Con A nach 15%iger 1D-SDS-PAGE unter nicht 
reduzierenden (2) und reduzierenden Bedingungen (3). 
(b) 5,8 µg ZP mit LCA (2) und (ACA) (3) nach 12%iger 1D-SDS-PAGE unter 
nicht reduzierenden Bedingungen. 
(c) und (d) 29 µg ZP mit LCA (c) und ACA (d) nach 15%iger 2D-SDS-PAGE 
unter reduzierenden Bedingungen. 
In der Spur 1 ist jeweils der Proteinlängenstandard dargestellt.  
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3.1.3 Profil der N-Glykane des ZPA-Glykoproteins  
In-Gel-Deglykosylierung des elektrophoretisch aufgetrennten ZPA-Glykoproteins 
ermöglichte eine massenspektrometische Analyse der N-Glykanstrukturen des 
nativen Proteins. Gleichzeitig wurden die ZP-Glykoproteine vor der Elektrophorese 
desialyliert oder desialyliert und mit EßGal gespalten. Die extrahierten Glykane 
wurden im positiven Modus durch MALDI-ToF-MS analysiert und die MS-Spektren 
verglichen (siehe Tab. 3.1).  
Sialylierte Oligosaccharide zeigen ionisiert mit 2,5-DHB als Matrix nur schwache 
Signale. Ebenfalls kann es unter diesen Bedingungen zur Fragmentierung der 
Sialinsäure und labilen Sulfat-Gruppen kommen (Harvey, 1999; Fukuyama et al., 
2002). Daher wurden zunächst die Glykane des desialylierten ZPA-Proteins 
analysiert (siehe Abb. 3.3b). Ein deutliches Signal bei m/zexp 1253,8 entspricht dem 
[M+Na]+-Addukt eines Pentamannosylglykans. Alle weiteren Signale stimmen mit 
den [M+Na]+-Addukten von neutralen fucosylierten komplexen N-Glykanen überein. 
Die beiden stärksten Signale bei m/zexp 1644,2 und m/zexp 1805,7 entsprechen 
biantennären N-Glykanen mit einer bzw. zwei terminalen Hexosen am nicht 
reduzierenden Ende der Antennen. Im Gegensatz dazu ist das Signal einer 
biantennären Struktur mit terminalen N-Acetylhexosaminresten bei m/zexp 1481,2 
sehr gering. Die Signale bei m/zexp 1684,9 und m/zexp 1847,0 stimmen mit den 
Strukturen von triantennären N-Glykanen ohne bzw. mit einer terminalen Hexose und 
diejenigen bei m/zexp 2009,0; m/zexp 2212,4 und m/zexp 2374,1 mit den Strukturen 
Hex2HexNAc3Fuc1Man3GlcNAc2; Hex2HexNAc4Fuc1Man3GlcNAc2 bzw. 
Hex3HexNAc4Fuc1Man3GlcNAc2 überein. Bei den Letzteren kann es sich um 
lactosaminylierte bi- und triantennäre oder nicht lactosaminylierte tri- und 
tetraantennäre N-gebundene Oligosaccharide handeln.  
Nach EßGal-Spaltung nahmen die relativen Intensitäten dieser Signale sowie 
diejenigen der biantennären N-Glykane ohne und mit einer terminalen Hexose zu. 
Zusätzlich erhielt man ein Signal bei m/zexp 2049,1, welches der tetraantennären 
Struktur Hex1HexNAc4Fuc1Man3GlcNAc2 entspricht (siehe Abb. 3.3c, Tab. 3.1). Das 
neu entstandene Signal rekrutierte sich aus höhermolekularen tetraantennären 
Oligosacchariden mit N-Acetyllactosamineinheiten.  
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bi-, tri- & tetraantennäre N-Glykane
mit N-Acetyllactosamineinheiten






















































































































































































































Abb. 3.3: MALDI-ToF-MS-Spektren der N-Glykane des ZPA-Glykoproteins. 
ZPA wurde im Gel mit N-Glykosidase F deglykosyliert. Von den Glykanen des 
nativen (a), desialylierten (b) sowie desialylierten/EßGal-gespaltenen ZPA-
Proteins (c) wurden MS-Spektren mit einem MALDI-II Kratos Analytical (V 5.2) 
im positiven Modus aufgenommen. 
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Da die relative Intensität des Signals bei m/zexp 2170,2 mit der Struktur 
Hex3HexNAc3Fuc1Man3GlcNAc2 nach partieller Deglykosylierung abnahm, konnte es 
triantennären N-Glykanen mit drei terminalen Hexosen und biantennären N-
gebundenen Oligosacchariden mit einer N-Acetyllactosamineinheit zugeordnet 
werden. Darüber hinaus wurde kein Signal mehr bei m/zexp 2535,7 mit der Struktur 
Hex4HexNAc4Fuc1Man3GlcNAc2 detektiert, welches somit einem lactosaminylierten 
bi- oder tri- und keinem tetraantennären N-Glykan entspricht. Die geringeren Signale 
bei m/zexp 2576,4; m/zexp 2738,7; m/zexp 2900,9; m/zexp 3103,0; m/zexp 3265,6 und 
m/zexp 3472,6 mit den Strukturen Hex3HexNAc5Fuc1Man3GlcNAc2; 
Hex4HexNAc5Fuc1Man3GlcNAc2; Hex5HexNAc5Fuc1Man3GlcNAc2; 
Hex5HexNAc6Fuc1Man3GlcNAc2; Hex6HexNAc6Fuc1Man3GlcNAc2 bzw. 
Hex6HexNAc7Fuc1Man3GlcNAc2 verschwanden nach Spaltung mit Endo-ß-
Galactosidase.  
Die Daten sprechen dafür, dass das ZPA-Protein bi-, tri- und tetraantennäre N-
Glykane mit und ohne repetierende N-Acetyllactosamineinheiten enthält. 
Im Bereich von 1200 m/zexp bis 2550 m/zexp sind die Glykanstrukturen des nativen 
und des desialylierten ZPA-Proteins vergleichbar. Die Abnahme der relativen 
Intensität des Pentamannosylglykans in der desialylierten Probe zeigt, dass die 
Glykanstrukturen nebeneinander in ihren sialylierten und nichtsialylierten Isoformen 
vorliegen. Die höhermolekularen lactosaminylierten N-Glykane scheinen dagegen 
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Abb. 3.4: MALDI-ToF-MS-Spektrum der tryptischen Peptide des ZPA-Glykoproteins. 
Deglykosyliertes ZPA wurde im Gel tryptisch gespalten. Von den Peptiden 
wurde ein MS-Spektrum mit einem MALDI-II Kratos Analytical (V 5.2) im 
positiven Modus aufgenommen. 
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Zur Kontrolle wurde ein Peptidmapping der deglykosylierten ZPA-Bande nach In-Gel-
Spaltung mit Trypsin durchgeführt (siehe Abb. 3.4). Etwa 75% der Signale konnten 
dem ZPA-Protein zugeordnet werden. Der Spaltansatz könnte jedoch zusätzlich 
Autoproteolyseprodukte des Trypsins enthalten. 
 













































































































Die m/zexp entsprechen den Mittelwerten der m/zexp von nativen, desialylierten und 
desialylierten/EßGal-gespaltenen Glykanen des ZPA-Proteins (siehe Abb. 3.3).  
Zur Berechnung der relativen Intensitäten (RI) der MALDI-ToF-MS-Signale wurde das Signal 







  Ergebnisse 
 57
3.1.3.1 MALDI-ToF-MSn-Analysen der N-Glykane des ZPA-Glykoproteins 
Glykane können zur strukturellen Analyse durch Tandem-Massenspektrometrie 
(MALDI-ToF-MSn) fragmentiert, und die einzelnen Fragmentionen den Strukturen 
zugeordnet werden (Domon und Costello, 1988; siehe Abb. 3.5). 
 
Abb. 3.5: Typen der Carbohydratfragmentierung nach Domon und Costello (1988). 
 
Zum Nachweis der Glykannatur wurden von den einzelnen Signalen MS2-Spektren 
aufgenommen. Zusätzlich wurden mit einzelnen Fragmentionen MS3-Experimente 
durchgeführt, und die MSn-Spektren mit Hilfe der von Harvey (1999, 2000) 
identifizierten Fragmente ausgewertet. 
In den Abb. 3.6 und 3.7 sind beispielhaft die MS2-Spektren der Signale bei 
m/zkalk 1257,4 und m/zkalk 2174,8 und jeweils ein MS3-Spektrum eines Fragmentions 
dargestellt. Die MSn-Analysen beweisen die Glykannatur der einzelnen Signale, 
wobei hauptsächlich Fragmentionen nach glykosidischer Spaltung (siehe Abb. 3.5) 
identifiziert wurden. Das Fragmentierungsmuster des Signals bei m/zkalk 1257,4 
bestätigte die Struktur Hex5HexNAc2 eines High-Mannose-Typ N-Glykans mit 
sukzessiver Abspaltung von Hexoseresten (siehe Abb. 3.6; Harvey, 1999, 2000).  
Tandem-MALDI-ToF-MSn-Analysen aller weiteren Signale resultierten in den Mustern 
von neutralen fucosylierten komplexen N-Glykanen mit sukzessiver Fragmentierung 
von Hexose- und N-Acetylhexosaminresten, wobei die Spaltung vorwiegend an den 
HexNAc-Resten erfolgte (siehe Abb. 3.7). Bei den höhermolekularen 
lactosaminylierten Glykanen wurden zusätzlich Fragmentionen von HexHexNAc-
Einheiten nachgewiesen.  
 
 
















































































































































































































Abb. 3.6: MALDI-ToF-MSn-Analyse des Man5GlcNAc2 des ZPA-Proteins. 
Das ZPA-Protein wurde mit N-Glykosidase F im Gel deglykosyliert. Für die 
MSn-Messungen wurde ein AXIMA-QIT-MALDI-TRAP-ToF-Instrument im 
positiven Modus verwendet. Die glykosidischen Bindungen der Mannosereste 
sind beispielhaft dargestellt. (a) MS2-Spektrum des Signals bei m/zkalk 1257,4. 
(b) und (c) MS3-Spektrum des Fragmentions bei m/zkalk 1036,3. 









































































































































































Abb. 3.7: MALDI-ToF-MSn-Analyse des Hex3HexNAc3Fuc1Man3GlcNAc2 des ZPA-
Proteins. 
Das ZPA-Protein wurde mit N-Glykosidase F im Gel deglykosyliert. Für die 
MSn-Messungen wurde ein AXIMA-QIT-MALDI-TRAP-ToF-Instrument im 
positiven Modus verwendet. Die glykosidischen Bindungen der Hexose- und N-
Acetylhexosaminreste sind beispielhaft dargestellt. 
(a) MALDI-ToF-MS2-Spektrum des Signals bei m/zkalk 2174,8. Das Signal bei 
m/zexp 1807,63 entspricht einem Hex6HexNAc4. 
(b) MS3-Spektrum des Fragmentions bei m/zkalk 1809,6. 
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3.1.4 Identifizierung der N-Glykosylierungsstellen des ZPA-Proteins 
Das porcine ZPA-Glykoprotein enthält sechs potentielle N-Glykosylierungsstellen an 
den Positionen N84, N93, N268, N316, N323 und N530 mit der Konsensussequenz N-X-
S/T, wobei X jede Aminosäure, mit Ausnahme von Prolin oder Asparaginsäure, sein 
kann.  
Mit einem molaren Verhältnis des ZPA-Proteins zu dem ZPB und ZPC von 1:3:3 
(Ikeda et al., 2002) ist der Anteil an der ZP sehr gering. Die N-Glykosylierungsstellen 
des ZPA-Glykoproteins sind daher zuvor nicht analysiert worden. Aus diesem Grund 
sollte die Identifizierung der N-Glykosylierungsstellen des Proteins durch einen 
massenspektrometrischen Ansatz erfolgen.  
 








Abb. 3.8: Strategie zur Identifizierung der N-Glykosylierungsstellen des ZPA-
Glykoproteins. 
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Dazu wurde folgende Strategie verfolgt (siehe Abb. 3.8): Einerseits wurde das ZP-
Glykoproteingemisch nach Reduktion und Carbamidomethylierung tryptisch in 
Lösung gespalten. Andererseits wurde das ZPA elektrophoretisch von den anderen 
Proteinen der ZP getrennt und einer mit Reduktion/Alkylierung kombinierten In-Gel-
Spaltung unterworfen. Um die MALDI-ToF-MS-Analysen zu erleichtern wurde die 
Heterogenität und Azidität der Glykane durch partielle Deglykosylierung mit Endo-ß-
Galactosidase reduziert. Die tryptischen Glykopeptide der ZP-Proteine bzw. des 
ZPA-Proteins wurden über Lektin-Affinitätschromatographie isoliert und mittels RP-
HPLC getrennt. Die Isolierung von Peptiden mit α1,6-fucosylierten komplexen N-
Glykanen erfolgte über LCA-Affinitätschromatographie (Kornfeld et al., 1981), 
während sowohl Peptide mit biantennären komplexen N-Glykanen als auch mit 
Oligosacchariden vom High-Mannose-Typ mit immobilisierten Con A isoliert wurden 
(Kornfeld und Ferris, 1975). Anschließend wurden die Glykopeptide in den einzelnen 
HPLC-Fraktionen durch MALDI-ToF-MS analysiert. Die Spektren wurden mit dem 
ExpasyGlycoMode-Programm (Cooper et al., 2001) ausgewertet, wobei die 
Berechnungen der Glykopeptide im Wesentlichen auf den für das ZPB/ZPC-Oligomer 
beschriebenen komplexen fucosylierten bi-, tri- und tetraantennären Strukturen 
beruhten (Noguchi und Nakano, 1992; Noguchi et al., 1992). Hierbei wurden Peptide 
mit bis zu einer missed cleavage berechnet. Zum Nachweis der Glykopeptide wurden 
die Fraktionen mit einem typischen Glykopeptidmuster mit N-Glykosidase F 
gespalten und das deglykosylierte Peptid durch MALDI-ToF-MS detektiert. Nach 
Abspaltung der N-gebundenen Glykane wird das Asparagin zu Asparaginsäure 
umgewandelt, wodurch es zu einer Zunahme von 0,99 m/zkalk kommt. 






































Abb. 3.9: RP-HPLC der LCA-gebundenen tryptischen Glykopeptide des ZP-
Proteingemisches.  
LCA-gebundene tryptische Peptide des reduzierten und carbamidomethylierten 
ZP-Glykoproteingemisches wurden mit einem linearen Gradienten (grau 
gestrichelte Linie) von Acetonitril in 0,1% TFA von einer Grom-Sil 120 ODS-
4HE Säule (150 x 2 mm, 3 µm) eluiert. Die Pfeile kennzeichnen die Fraktionen 
mit Glykopeptiden. 
 
MALDI-ToF-MS-Analysen der durch RP-HPLC getrennten tryptischen Glykopeptide 
des ZP-Proteingemisches nach LCA-Affinitätschromatographie (siehe Abb. 3.9) 
ergaben, dass ZPA an den Asparaginresten der Positionen N268, N316, N323 und N530 
glykosyliert ist (siehe Tab. 3.2, 3.3). In der Fraktion 18 wurden Peptide mit bi-, tri und 
tetraantennären N-Glykanen für die Position N268 sowie nach Deglykosylierung das 
Peptid H245-K282 bei m/zexp 4084,2 nachgewiesen (siehe Abb. 3.10, Tab. 3.2).  
Die N-Glykosidase F-Spaltung der Glykopeptide mit einer Glykosylierung an N316 in 
der Fraktion 13 resultierte in dem korrespondierenden Peptid L313-K321 bei 
m/zexp 1112,6. Das Glykopeptidmuster in den Fraktionen 5 und 7 entsprach den 
Peptiden T322-K327 (N323) und I528-R531 (N530) mit fucosylierten komplexen 
biantennären N-Glykanen. Nach Deglykosylierung erhielt man keine Signale, da die 
kleinen Peptide bei m/zkalk 678,7 und m/zkalk 516,6 nicht erfasst werden konnten. 
Zusätzlich befanden sich die Glykopeptide (I528-K537) für die Position N530 mit einer 
missed cleavage in der Fraktion 9. MALDI-ToF-MS-Analysen nach N-Glykosidase F-
Spaltung lieferten ein Signal des korrespondierenden Peptids bei m/zexp 1182,6 
(siehe Tab. 3.2). 
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m/z















































































































































Abb. 3.10: Exemplarische Darstellung einer MALDI-ToF-MS-Analyse des Peptids 
T245-282. 
Die Glykopeptide mit der N-Glykosylierungsstelle N268 wurden nach tryptischer 
Spaltung des ZP-Glykoproteingemisches durch LCA-
Affinitätschromatographie und RP-HPLC (Fraktion 18) isoliert. Für die MALDI-
ToF-MS-Analysen wurde ein MALDI-II Kratos Analytical (V 5.2) im positiven 
Modus verwendet. 
(a) MALDI-ToF-MS-Spektrum der Glykopeptide. Die Pfeile kennzeichnen die 
Massen des Peptids T245-282 ([M + K]+) mit bi- (m/zexp 5567,5) und triantennären 
(m/zexp 5767,5) komplexen N-Glykanen. Die tetraantennäre Struktur bei 
m/zexp 6140,0 trägt eine terminale Hexose. 
(b) MALDI-ToF-MS-Spektrum des carbamidomethylierten Peptids T245-282 nach 
N-Glykosidase F-Spaltung (m/zexp 4084,2). 
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N268 4084,2* 4084,7 
T313-321 LHFNQTLLK N316 1112,6 1115,3 
T322-327 TNVSEK N323 n.d. 678,7 
T528-531 ILNR N530 n.d. 516,6 
T528-537 ILNRTDPNIK 
eine missed cleavage 
N530 1182,6 1185,4 
 
* entspricht m/zexp eines Peptids mit carbamidomethylierten Cystein und ** mit 
acrylamidylierten Cystein. Die m/zexp des Peptids T69-97 wurde nach In-Gel-Spaltung der 20-
30 kDa großen Polypeptide und anschließender Deglykosylierung bestimmt. Die m/zexp der 
weiteren Peptide resultierten aus den LCA-gebundenen Glykopeptiden des ZP-
Glykoproteingemisches. 
 
Darüber hinaus wurden für ZPC zwei und für ZPB eine N-Glykosylierungsstelle 
bestätigt. Die Deglykosylierung der Peptide H117-R129 und A252-R274 des ZPC-Proteins 
mit bi- und triantennären fucosylierten N-Glykanen (Fraktionen 12 und 17) resultierte 
in den korrespondierenden Peptiden bei m/zexp 1445,5 und m/zexp 2601,2. Für das 
ZPB-Protein war nach N-Glykosidase F-Spaltung das Peptid N203-R219 bei 
m/zexp 1951,0 in der Fraktion 19 nachweisbar.  
Aus dem Durchlauf der LCA-Affinitätschromatographie wurden die nicht gebundenen 
Glykopeptide mittels Con A-Sepharose isoliert. Auf diese Weise konnte die N-
Glykosylierungsstelle an der Position N333 des ZPB-Proteins bestätigt werden. 
In einem zweiten Ansatz wurde das EßGal-gespaltene ZPA-Glykoprotein durch In-
Gel-Spaltung mit Trypsin fragmentiert, um die Identifizierung der N-
Glykosylierungsstellen des Proteins zu erleichtern. MALDI-ToF-MS-Analysen der 
Glykopeptide nach LCA- und Con A-Affinitätschromatographie mit anschließender 
Auftrennung durch RP-HPLC ergaben, dass ZPA zusätzlich zu den Positionen N268, 
N316, N323 und N530 an einem Asparagin der Positionen N84 und N93 glykosyliert ist. In 
der Tab. 3.3 sind die nachgewiesenen Glykanstrukturen der einzelnen N-
Glykosylierungsstellen des ZPA-Proteins und in der Abb. 3.11 beispielhaft die RP-
HPLC der LCA-gebundenen Glykopeptide dargestellt.  







































Abb. 3.11: RP-HPLC der LCA-gebundenen tryptischen Glykopeptide des ZPA-
Proteins.  
ZPA wurde nach Reduktion und Carbamidomethylierung im Gel mit Trypsin 
gespalten und die LCA-gebundenen Peptide mit einem linearen Gradienten 
(grau gestrichelte Linie) von Acetonitril in 0,1% TFA von einer Grom-
Sil 120 ODS-4HE Säule (150 x 2 mm, 3 µm) eluiert. Die Pfeile kennzeichnen 
die Fraktionen mit Glykopeptiden. 
 
Aufgrund der geringen Menge der glykosylierten Peptide wurden kontinuierlich 
Fraktionen gesammelt. In der Fraktion 14 wurden für die Position N84/93 sowohl die 
Glykopeptide mit bi- und triantennären fucosylierten N-Glykanen an einem 
Asparaginrest als auch nach Deglykosylierung das Peptid I69-K97 mit einem 
dominanten Signal bei m/zexp 3359,5 nachgewiesen (siehe Tab. 3.3). Die 
Glykosylierung der Positionen N316 (Fraktion 12; siehe Abb. 3.12), N323 (Fraktion 9; 
siehe Abb. 3.13a) und N530 (Fraktion 10; siehe Abb. 3.13b) konnte bestätigt werden. 
Zusätzlich wurden in der Fraktion 11 die Glykopeptide des Peptids I528-K537 (N530; 
m/zexp 1184,7) detektiert. In der Abb. 3.14 ist exemplarisch ein MS-Spektrum der 
über Con A-Affinitätschromatographie isolierten Peptide mit N-gebundenen 
Oligosacchariden am N530 dargestellt. 
Die Glykopeptide mit der Position N268 (H245-K282) ergaben nach tryptischer In-Gel-
Spaltung Signale mit sehr geringer Intensität, da sie sich aufgrund ihrer Größe und 
ihrer zweifachen Modifikation durch Carbamidomethylierung oder 
Acrylamidadduktbildung nicht vollständig aus dem SDS-Gel eluieren ließen.  



















































































































Abb. 3.12: Exemplarische Darstellung einer MALDI-ToF-MS-Analyse des Peptids 
T313-321. 
Die Glykopeptide mit der N-Glykosylierungsstelle N316 wurden nach tryptischer 
In-Gel-Spaltung durch LCA-Affinitätschromatographie und RP-HPLC isoliert. 
Für die MALDI-ToF-MS-Analysen wurde ein MALDI-II Kratos Analytical (V 5.2) 
im positiven Modus verwendet. 
(a) MALDI-ToF-MS-Spektrum der Glykopeptide. Die Pfeile kennzeichnen die 
Massen ([M + Na]+) des Peptids T313-321 mit biantennären komplexen N-
Glykanen mit keiner (m/zexp 2577,9), einer (m/zexp 2742,0) und zwei terminalen 
Hexosen (m/zexp 2905,6). 
(b) MALDI-ToF-MS-Spektrum des korrespondierenden Peptids T313-321 nach 
N-Glykosidase F-Spaltung (m/zexp 1113,7).  















































































Abb. 3.13: Exemplarische Darstellung einer MALDI-ToF-MS-Analyse der Peptide 
T322-327 und T528-531. 
Die Glykopeptide mit den N-Glykosylierungsstellen N323 und N530 wurden nach 
In-Gel-Spaltung mit Trypsin durch LCA-Affinitätschromatographie und RP-
HPLC isoliert. Für die MALDI-ToF-MS-Analysen wurde ein MALDI-II Kratos 
Analytical (V 5.2) im positiven Modus verwendet. 
(a) MALDI-ToF-MS-Spektrum der Glykopeptide des T322-327. Die Pfeile 
kennzeichnen die Massen ([M + Na]+) des Peptids T322-327 mit biantennären 
komplexen N-Glykanen mit keiner (m/zexp 2144,9), einer (m/zexp 2304,9) und 
zwei terminalen Hexosen (m/zexp 2467,9). 
(b) MALDI-ToF-MS-Spektrum der Glykopeptide des T528-531. Die Pfeile 
kennzeichnen die Massen ([M + H]+) des Peptids T528-531 mit biantennären 
komplexen N-Glykanen mit keiner (m/zexp 1958,6), einer (m/zexp 2120,2) und 
zwei terminalen Hexosen (m/zexp 2282,9). 

























































































































































































Abb. 3.14: Exemplarische Darstellung einer MALDI-ToF-MS-Analyse des Peptids 
T528-537. 
Die Glykopeptide mit einer missed cleavage sowie der N-Glykosylierungsstelle 
N530 wurden nach tryptischer In-Gel-Spaltung durch Con A-
Affinitätschromatographie und RP-HPLC isoliert. Für die MALDI-ToF-MS-
Analysen wurde ein MALDI-II Kratos Analytical (V 5.2) im positiven Modus 
verwendet. 
(a) MALDI-ToF-MS-Spektrum der Glykopeptide. Die Pfeile kennzeichnen die 
Massen ([M + H]+) des Peptids T528-537 mit biantennären komplexen N-
Glykanen mit keiner (m/zexp 2628,7), einer (m/zexp 2790,0) und zwei terminalen 
Hexosen (m/zexp 2953,1). 
(b) MALDI-ToF-MS-Spektrum des deglykosylierten Peptids T528-537 
(m/zexp 1184,1).  
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Zur Bestätigung einer N-Glykosylierungsstelle an den Positionen N84 und N93 wurden 
die 20-30 kDa großen N-terminalen Polypeptide des reduzierten ZPA-Proteins im Gel 
mit Trypsin gespalten, und das Peptidgemisch durch MALDI-ToF-MS untersucht. Das 
Peptidmapping zeigt ein komplexes heterogenes Glykopeptidmuster im Bereich von 





























1000 2000 3000 4000 5000 6000








































































































Abb. 3.15: Exemplarische Darstellung einer MALDI-ToF-MS-Analyse des Peptids  
T69-97. 
Die N-terminalen 20-30 kDa großen Polypeptide des ZPA-Proteins wurden mit 
Trypsin im Gel fragmentiert. Für die MALDI-ToF-MS-Analysen wurde ein 
MALDI-II Kratos Analytical (V 5.2) im positiven Modus verwendet. 
(a) MALDI-ToF-MS-Spektrum der Glykopeptide. Die Pfeile kennzeichnen die 
Massen ([M + K]+) des nicht modifizierten Peptids T69-97 mit bi- (m/zexp 4782,1), 
tri- (m/zexp 4989,1) und tetraantennären (m/zexp 5192,0) komplexen N-
Glykanen. 
(b) MALDI-ToF-MS-Spektrum des Peptids T69-97 nach N-Glykosidase F-
Spaltung. Die Pfeile kennzeichnen die Massen des nicht modifizierten 
(m/zexp 3306,6), carbamidomethylierten (m/zexp 3356,4) und acrylamidylierten 
(m/zexp 3376,7) Peptids T69-97. 
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Die Auswertung des Spektrums ergibt einen glykosylierten Asparaginrest mit bi-, tri- 
und tetraantennären komplexen N-Glykanen. Die Deglykosylierung resultierte in 
einem dominanten Signal bei m/zexp 3356,4 sowie zwei geringeren Signalen bei 
3306,6 und 3376,7 (siehe Abb. 3.15b). Sie entsprechen einem 
carbamidomethylierten, einem nicht modifizierten bzw. einem Peptid mit 
Acrylamidaddukten.  
Durch MALDI-ToF-MS-Analysen der Glykopeptide des ZP-Glykoproteingemisches 
und des ZPA-Glykoproteins konnte gezeigt werden, dass das ZPA-Protein an den 
Positionen N84/93, N268, N316, N323 und N530 komplexe fucosylierte N-Glykane trägt. 
Durch den methodischen Ansatz konnte jedoch nicht geklärt werden, ob die Position 
N84 oder N93 glykosyliert vorliegt. 
3.1.4.1 Glykosylierungsmuster der komplexen N-Glykane des ZPA-
Glykoproteins 
Das Glykosylierungsmuster der komplexen N-Glykane des ZPA-Proteins wurde mit 
Ausnahme der Position N268 anhand der isolierten Glykopeptide nach In-Gel-
Spaltung mit Trypsin analysiert (siehe Tab. 3.3). Alle Glykosylierungsstellen des 
Proteins tragen biantennäre fucosylierte komplexe N-Glykane, welche vorzugsweise 
an den Asparaginresten der Positionen N316, N323 und N530 lokalisiert sind. Für alle 
drei Positionen erhielt man das stärkste Signal für biantennäre Oligosaccharidketten 
mit einer terminalen Hexose (Hex1HexNAc2Fuc1Man3GlcNAc2) und lediglich geringe 
Signale für triantennäre N-Glykane.  
Für die Positionen N84/93 und N268 wurden Peptide mit bi-, tri und tetraantennären N-
Glykanen identifiziert. Eine vollständige Bestimmung des Glykosylierungsmusters der 
Peptide I69-K97 und H245-K282 war sowohl aufgrund von Modifizierung der 
Glykopeptide durch Carbamidomethylierung oder Acrylamidadduktbildung als auch 
aufgrund ihrer Größe erschwert. Rechnerisch ergeben sich mehrere verschiedene 
Glykanstrukturen für eine m/zexp im höhermolekularen Bereich, wodurch zum Teil 
nicht zwischen bi-, tri- und tetraantennären Strukturen unterschieden werden kann. 
Darüber hinaus ließen sich die Peptide wegen der genannten Eigenschaften nicht 
vollständig aus dem SDS-Gel eluieren. In-Gel-Deglykosylierung der EßGal-
gespaltenen 20-30 kDa großen Polypeptide des ZPA-Proteins mit den N-
Glykosylierungsstellen N84 und N93 bestätigte die Heterogenität der Glykopeptide 
(siehe Abb. 3.16b). Die dominanten Signale bei m/zexp 1485,4 und m/zexp 1647,9 
entsprechen dem [M+Na]+-Addukt eines fucosylierten biantennären N-Glykans ohne 
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bzw. mit einer terminalen Hexose. Das Signal einer biantennären Struktur mit zwei 
Hexosen am nicht reduzierenden Ende der Antennen bei m/zexp 1810,3 ist dagegen 
gering. Es wurden ebenfalls Strukturen für tri- (m/zexp 1689,0; m/zexp 1851,3; 
m/zexp 2014,7) und tetraantennäre N-Glykane (m/zexp 2055,9; m/zexp 2218,0; 
m/zexp 2381,6) mit drei, zwei bzw. einem terminalen N-Acetylhexosaminrest 
nachgewiesen.  
 
Tab. 3.3: Zusammenfassung der durch MALDI-ToF-MS analysierten komplexen 
Strukturen der identifizierten N-Glykosylierungsstellen des ZPA-Proteins 









Con A-positive Fraktion 
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Tab. 3.3: Fortsetzung I 









20-30 kDa Polypeptide 






















































































































Con A-positive Fraktion 
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Tab. 3.3: Fortsetzung II 
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Tab. 3.3: Fortsetzung III 
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Tab. 3.3: Fortsetzung IV 

























































Die korrespondierenden Peptide wurden nach N-Glykosidase F-Spaltung durch MALDI-ToF-
MS analysiert.  
* entspricht m/zexp mit verschiedenen N-Glykanstrukturen und ** einer LCA-positiven Fraktion 
des ZP-Glykoproteingemisches. 
Alle weiteren Daten wurden nach tryptischer In-Gel-Spaltung des ZPA-Proteins erhalten. 
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3.1.4.2 Zuordnung des Pentamannosylglykans 
Die Auswertung der MALDI-ToF-MS-Spektren der Glykopeptidfraktionen des ZPA-
Proteins nach Con A-Affinitätschromatographie ergaben, dass das Glykan vom High-
Mannose-Typ, Man5GlcNAc2 (siehe 3.1.3), an der Position N268 und nicht an den 
Positionen N316, N323 und N530 lokalisiert ist. Ein dominantes Signal bei m/zexp 5302,6 
und ein geringeres Signal bei m/zexp 5324,7 entsprechen dem [M+H]+- bzw. [M+Na]+-
Addukt des pentamannosylierten Peptids mit der Position N268. N-Glykosidase F-
Spaltung resultierte in dem korrespondierenden Peptid T245-282 bei m/zexp 4080,5. 
Zusätzlich wurden die MS-Daten der über LCA-Affinitätschromatographie isolierten 
tryptischen Glykopeptide des ZP-Proteingemisches auf Pentamannosylglykane 
untersucht. Lediglich für die Position N268 des ZPA-Proteins wurden in der RP-HPLC-
Fraktion 18 (siehe Abb. 3.9, 3.10) schwache Signale für das Peptid mit einem 
Pentamannosylglykan als [M+H]+- (m/zexp 5299,4), [M+Na]+- (m/zexp 5319,1) und 
[M+K]+-Addukt (m/zexp 5337,1) sowie nach N-Glykosidase F-Spaltung das 
korrespondierende Peptid (m/zexp 4084,2) detektiert.  
Weiterhin konnte in der MALDI-ToF-MS-Analyse der N-Glykane der N-terminalen 20-
30 kDa großen Polypeptide des EßGal-gespaltenen ZPA-Proteins mit den Positionen 
N84 und N93 kein Pentamannosylglykan identifiziert werden. Die weiteren Signale 
stimmen mit den Glykanstrukturen des ZPA-Proteins überein (siehe Abb. 3.16b).  
Für ZPB/ZPC sind keine High-Mannose-Typ N-Glykane identifiziert worden (Noguchi 
et al., 1992). Um eine Kontamination während der Isolierung der Oligosaccharide 
ausschließen zu können, wurden die N-Glykane des desialylierten ZPB/ZPC-
Gemisches nach In-Gel-Deglykosylierung durch MALDI-ToF-MS untersucht. Das 
Glykanprofil entspricht etwa demjenigen des ZPA-Proteins, allerdings konnte kein 
Pentamannosylglykan nachgewiesen werden (siehe Abb. 3.16c). 
Der Asparaginrest der Position N268 des ZPA-Proteins ist somit die einzige 
Glykosylierungsstelle des Glykans vom High-Mannose-Typ in den ZP-
Glykoproteinen.  
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Abb. 3.16:  Vergleich der N-Glykanprofile des ZPA- Proteins und des ZPB/ZPC-
Gemisches. 
Die Proteine wurden im Gel mit N-Glykosidase F deglykosyliert. Von den 
Glykanen des desialylierten ZPA-Proteins (a), der N-terminalen EßGal-
gespaltenen 20-30 kDa großen Polypeptide des ZPA-Proteins (b) und des 
desialylierten ZPB/ZPC-Gemisches (c) wurden MS-Spektren mit einem 
MALDI-II Kratos Analytical (V 5.2) im positiven Modus aufgenommen. 
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3.1.5 Charakterisierung der sulfatierten N-Glykane der ZP-Proteine 
2D-gelelektrophoretische Auftrennungen der ZP-Proteine zeigten, dass In-vitro-
Maturation von Oocyten vom GVI- in das MII-Stadium in einer Verschiebung in den 
sauren Bereich von 0,8 pI-Einheiten für ZPA und 1,3 pI-Einheiten für ZPB/ZPC 
resultiert. Analysen mit Sialinsäure-erkennenden Lektinen lassen vermuten, dass 
dafür vorwiegend eine erhöhte Sulfatierung und nicht Sialylierung der N- bzw. O-
Glykane verantwortlich sein könnte (Rath et al., 2005).  
3.1.5.1 Elektrophoretische Analyse der Sulfatierung der ZP-Proteine  
Die Sulfatierung der N- und O-gebundenen Oligosaccharide der ZP-Proteine von 
Oocyten im GV-Stadium wurde zunächst durch 2D-Gelelektrophorese charakterisiert. 
Hierbei wurden die Verteilungen der Glykoformen nach Desialylierung und partieller 
Deglykosylierung durch Endo-ß-Galactosidase mit denjenigen von desulfatierten ZP-
Proteinen verglichen. Die Proteine wurden vor der elektrophoretischen Auftrennung 
mit Ethanol gefällt, um eine saure Hydrolyse der Glykoproteine zu verhindern. 
 
(a)






Abb. 3.17: Analyse der aziden Kohlenhydratstrukturen der ZP-Proteine durch 2D- 
Gelelektrophorese. 
30 µg native (a), desialylierte (b) und desialylierte/desulfatierte (c) ZP wurden 
unter nicht reduzierenden Bedingungen durch 12%ige 2D-Gelelektrophorese 
aufgetrennt und die Proteine durch Silberfärbung detektiert.  
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Die nativen ZPA-Isoglykoproteine verteilten sich von pI 4,0 bis 6,8, wobei sie sich 
hauptsächlich zwischen pI 5,0 und 6,5 anreicherten. Die Bande des ZPB/ZPC-
Gemisches überspannte den pI-Bereich von 3,0 bis 7,0 mit einer Konzentrierung der 
Glykoproteine zwischen pI 4,3 und 5,5 (siehe Abb. 3.17a). 
Desialylierung der ZP-Proteine resultierte in einer Verschiebung in Richtung Kathode 
mit einer Konzentrierung der Glykoformen des ZPA-Proteins (pI 4,7-7,9) zwischen pI 
5,5 und 6,5 und derjenigen des ZPB/ZPC-Gemisches (pI 3,5-8,8) zwischen pI 4,5 
und 6,5 (siehe Abb. 3.17b).  
Eine gleichzeitige chemische Desulfatierung und enzymatische Desialylierung der 
ZP-Proteine bewirkte eine Verteilung der Isoformen von ZPB/ZPC zwischen pI 3,5 
und 9,3. In der Bande des ZPA-Glykoproteins (pI 4,5-7,8) konzentrierten sich die 
Isoglykoproteine in dem Bereich von pI 6,3 bis 6,7 (siehe Abb. 3.17c). 
Um weitere Hinweise auf die Sulfatierung der Glykane zu erhalten, wurden 
desialylierte ZP-Proteine mit Endo-ß-Galactosidase partiell deglykosyliert.  





Abb. 3.18: Analyse der Sulfatierung der ZP-Proteine durch 2D-Gelelektrophorese. 
30 µg desialylierte/EßGal-gespaltene (a) und desialylierte/EßGal-
gespaltene/desulfatierte (b) ZP wurden unter nicht reduzierenden 
Bedingungen durch 12%ige 2D-Gelelektrophorese aufgetrennt und die 
Proteine durch Silberfärbung detektiert.  
 
Die Isoformen des ZPA-Proteins reicherten sich zwischen pI 6,0 und 7,5 und 
diejenigen des ZPB/ZPC-Gemisches hauptsächlich in dem pI-Bereich von 5,0 bis 8,5 
an (siehe Abb. 3.18a). Nach Desulfatierung konzentrierten sich die Isoformen des 
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ZPA-Glykoproteins in dem pI-Bereich zwischen 6,8 und 9,0 und ZPB/ZPC zwischen 
pI 6,1 und 9,2 (siehe Abb. 3.18b).  
Die Verschiebungen der desialylierten sowie desialylierten/EßGal-gespaltenen ZP-
Isoproteine nach Desulfatierung in den alkalischen Bereich deuten darauf hin, dass 
sowohl die repetierenden N-Acetyllactosamineinheiten der N- und O-Glykane als 
auch die Core-Struktur bzw. die nicht repetierenden Antennen der N-gebundenen 
Oligosaccharide sulfatiert sind. 
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3.1.5.2 MALDI-ToF-MS-Analyse der sulfatierten N-Glykane der ZP-Proteine 
von Oocyten im GV-Stadium  
Um eine Analyse der sulfatierten N-Glykane der ZP-Proteine durchführen zu können, 
wurde zunächst eine MALDI-ToF-MS-Methode anhand der Oligosaccharide von 
Oocyten präpuberaler Sauen etabliert. Voraussetzung dazu war die Synthese der 
Matrix D-Arabinosazon, welche die Detektion von sulfatierten Glykanen im negativen 
Modus erlaubt. Zur Erleichterung der Auswertung der MS-Spektren wurde von 
desialyliertem Material ausgegangen. Die Messungen wurden im Vorversuch mit 
15 µg ZP-Proteinen (1000 ZP-Äquivalente) durchgeführt, die auf PVDF-Membran 
immobilisiert und deglykosyliert worden waren. Die Co-Kristallisation mit dem 
Analyten erfolgte nicht gleichmäßig auf dem Target. Man erhielt eine geringe Anzahl 
an Kristallen, die für die Aufnahme eines MS-Übersichtsspektrums, jedoch nicht für 
eine MS2-Analyse aller Signale ausreichte. Zusätzlich wurden bei den MS- und MS2-
Messungen die Glykansignale durch ein starkes Hintergrundrauschen überlagert. 
Die Auswertungen der Signale mit dem ExpasyGlycoMode-Programm (Cooper et al., 
2001) ergaben [M-H]--Ionen von fucosylierten komplexen N-gebundenen 
Oligosacchariden mit einem Sulfatrest (siehe Tab. 3.4).  
 
Tab. 3.4:  Glykanprofil der sulfatierten N-Glykane der ZP-Proteine nach 
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Die Signale stimmen mit biantennären N-Glykanen mit einer (m/zexp 1703,33) und 
zwei (m/zexp 1865,7) terminalen Hexosen sowie einer triantennären Struktur mit zwei 
terminalen N-Acetylhexosaminresten (m/zexp 1906,36) überein. Alle weiteren Signale 
können tri- und tetraantennären Strukturen (m/zexp 2000-2600) oder bi-, tri- und 
tetraantennären Strukturen (m/zexp 2000-3330) mit repetierenden N-






















































Abb. 3.19: MALDI-ToF-MS-Spektrum der sulfatierten N-Glykane der ZP-
Glykoproteine. 
15 µg desialylierte ZP-Proteine wurden nach Immobilisierung auf PVDF-
Membran mit N-Glykosidase F deglykosyliert. Für die Messungen der 
sulfatierten Glykane wurde ein Ultraflex-MS im negativen Modus verwendet. 
Das Signal bei m/zexp 2091,81 entspricht dem Standard ACTH clip 1-17. Die 
glykosidische Bindung des Sulfatrestes ist beispielhaft dargestellt. 
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3.1.5.3 MALDI-ToF-MS2-Analysen der sulfatierten N-Glykane der ZP-
Proteine von Oocyten im GV-Stadium 
Für die MALDI-ToF-MS2-Analysen der sulfatierten N-Glykane wurde von 45 µg ZP-
Proteinen (3000 ZP-Äquivalente) ausgegangen. Damit war das Hintergrundrauschen 
reduziert und die Anzahl der Kristalle reichte für eine Fragmentierung der 
Oligosaccharide aus. Bei der Auswertung der Spektren wurden Fragmentionen nach 
glykosidischer Spaltung identifiziert. In der Abb. 3.20 und der Tab. 3.5 ist beispielhaft 
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Abb. 3.20: MALDI-ToF-MS2-Analyse des Hex1HexNAc2Fuc1Sulf1Man3GlcNAc2 der ZP-
Proteine. 
Die ZP-Proteine wurden nach Immobilisierung auf PVDF-Membran mit N-
Glykosidase F deglykosyliert. Die MS2-Messung des Signals bei 
m/zkalk 1703,55 wurde mit einem Ultraflex-MS im negativen Modus 
durchgeführt. Die glykosidischen Bindungen des Sulfat-, der Hexose- und der 
N-Acetylhexosaminreste sind beispielhaft dargestellt. 
 
Die Signale bei m/zexp 443,870; m/zexp 605,667; m/z exp 1133,565 und 
m/zexp 1279,721 mit den Strukturen Hex1HexNAc1Sulf1 - H2O; Hex2HexNAc1Sulf1 -
 H2O; Hex4HexNAc2Sulf1 - H2O und Hex4HexNAc2Fuc1Sulf1 - H2O entsprechen 
Fragmentionen mit einer Sulfatierung an einem N-Acetylhexosaminrest einer 
Antenne. Dabei weist das Signal bei m/zexp 1279,721 zusätzlich auf eine 
Fucosylierung an einer N-Acetyllactosamineinheit hin. Das Signal bei m/zexp 646,988 
stimmt mit der Struktur Hex1HexNAc2Sulf1 - H2O überein, welche einen Sulfatrest an 
dem reduzierenden terminalen N-Acetylhexosaminrest trägt. Weiterhin wurden Ionen 
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detektiert, bei denen eine Sulfatierung am N-Acetylhexosamin des reduzierenden 
oder nicht reduzierenden Endes vorliegen kann (siehe Tab. 3.5).  
 
Tab. 3.5:  MS2-Analyse des Signals bei m/zkalk 1703,55 der sulfatierten N-Glykane der 













HexNAc1Sulf1 - H2O 
HexNAc1Fuc1 
Hex1HexNAc1Sulf1 - H2O 
Hex1HexNAc1Sulf1 
Hex2HexNAc1Sulf1 - H2O 
Hex1HexNAc2Sulf1 - H2O 
Hex2HexNAc2Sulf1 - H2O 
Hex3HexNAc2Sulf1 - H2O 
Hex4HexNAc2Sulf1 - H2O 
Hex3HexNAc3Sulf1 - H2O 
Hex3HexNAc3Fuc1 - H2O 
Hex4HexNAc3 - H2O 
Hex4HexNAc2Fuc1Sulf1 - H2O 
Hex4HexNAc2Fuc1Sulf1 
Hex3HexNAc4 - H2O 
Hex3HexNAc4 
Hex3HexNAc3Fuc1Sulf1 
Hex4HexNAc3Sulf1 - H2O 
Hex4HexNAc3Sulf1 
Hex4HexNAc3Fuc1Sulf1 - H2O 
Hex4HexNAc3Fuc1Sulf1 
Hex4HexNAc3Fuc1Sulf1 






























































































* entspricht m/zexp mit verschiedenen N-Glykanfragmentstrukturen. 
 
Tandem-MALDI-MS2-Analysen weiterer sulfatierter N-Glykane (m/zkalk 1865,6; 
m/zkalk 2068,68; m/zkalk 2230,73; m/zkalk 2595,86; m/zkalk 2961,0; siehe Tab. 3.4) 
resultierten in Fragmentierungsmustern für sulfatierte fucosylierte komplexe N-
Glykane. In jedem Spektrum erhielt man ein dominantes Signal bei m/zkalk 444,082 
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und ein geringeres Signal bei m/zkalk 647,161. Dies spricht sowohl für Sulfatierung an 
einem N-Acetylhexosaminrest einer Antenne als auch der Core-Struktur. Einige 
sulfatierte N-Glykane (m/zkalk 1906,63; m/zkalk 2271,76; m/zkalk 2433,81; 
m/zkalk 2798,94; m/zkalk 3326,13; siehe Tab. 3.4) konnten nicht fragmentiert werden, 
da die Signalintensitäten im MS-Übersichtsspektrum zu gering waren. 
3.1.5.4 N-Glykanprofile der ZP-Proteine von Oocyten im GV- und MII-
Stadium  
Durch AS-Analyse konnte gezeigt werden, dass der Proteinanteil in der ZP von in 
vitro gereiften Oocyten im MII-Stadium etwa doppelt so hoch ist wie in der ZP von 
präpuberalen Sauen (Töpfer-Petersen, persönliche Mitteilung). Es wurden daher für 
die Erstellung der N-Glykanprofile 1110 ZP-Äquivalente von in vitro gereiften 
(∼ 33 µg) und unreifen (∼ 17 µg) Oocyten eingesetzt.  
Die ZP-Proteine von Oocyten im MII-Stadium ließen sich zur Desialylierung der 
Glykane nicht vollständig in Lösung bringen. Auch der Zusatz von 0,01% SDS führte 
nicht zur vollständigen Lösung der Glykoproteine. In MALDI-ToF-MS-Analysen 
konnten keine auswertbaren Signale für sulfatierte N-Glykane detektiert werden. Da 
für die Detektion der sulfatierten N-Glykane verhältnismäßig hohe 
Glykankonzentrationen notwendig sind, war die eingesetzte Menge möglicherweise 
zu gering (siehe 3.1.5.2). Die getrennt isolierten neutralen N-Glykane ließen sich 
dagegen mit DHB als Matrix untersuchen. In der Abb. 3.21 sind die MS-Spektren der 
neutralen N-Glykane von unreifen und in vitro gereiften Oocyten dargestellt.  






































































































































































Abb. 3.21: N-Glykanprofile der ZP-Proteine von Oocyten im GV- und MII-Stadium. 
1110 desialylierte ZP-Äquivalente unreifer und in vitro gereifter Oocyten 
wurden nach Immobilisierung auf PVDF-Membran mit N-Glykosidase F 
deglykosyliert. Für die Messungen der neutralen N-Glykane wurde ein MALDI-
II Kratos Analytical (V 5.2) im positiven Modus verwendet. 
(a) MALDI-ToF-MS-Spektrum der N-Glykane der ZP-Proteine von Oocyten im 
GV-Stadium. 
(b) MALDI-ToF-MS-Spektrum der N-Glykane der ZP-Proteine von in vitro 
gereiften Oocyten im MII-Stadium. Die mit Pfeilen gekennzeichneten Massen 
entsprechen dem [M+Na]+-Addukt eines Hex2HexNAc2Man3GlcNAc2 oder 
[M+K]+-Addukt eines Hex1HexNAc2Fuc1Man3GlcNAc2 (m/zexp 1660,8) und dem 
[M+Na] +-Addukt eines Hex3HexNAc3Man3GlcNAc2 oder dem [M+K]+-Addukt 
eines Hex2HexNAc3Fuc1Man3GlcNAc2 (m/zexp 2025,6). 
 
Die Signale der N-Glykane der ZP-Proteine von präpuberalen Sauen entsprechen 
denen für das ZPA-Protein identifizierten [M+Na]+-Addukten eines 
Pentamannosylglykans sowie bi-, tri- und tetraantennären komplexen Strukturen mit 
und ohne N-Acetyllactosamineinheiten (siehe 3.1.3; Abb. 3.21a). Ein zusätzliches 
Signal bei m/zexp 3631,7 stimmt mit der Struktur Hex7HexNAc7Fuc1Man3GlcNAc2 
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überein. In der ZP von in vitro gereiften Oocyten konnten dagegen keine Signale 
sowohl für ein Pentamannosylglykan als auch ein biantennäres N-Glykan ohne 
terminale Hexose detektiert werden (siehe Abb. 3.21b). Man erhielt lediglich Signale 
im Bereich von 1600 m/zexp bis 2900 m/zexp, wobei die Signale bei m/zexp 1806,8; 
m/zexp 2171,6; m/zexp 2536,5 und m/zexp 2900,5 den Strukturen 
Hex2HexNAc2Fuc1Man3GlcNAc2; Hex3HexNAc3Fuc1Man3GlcNAc2; 
Hex4HexNAc4Fuc1Man3GlcNAc2 bzw. Hex5HexNAc5Fuc1Man3GlcNAc2 zugeordnet 
werden können. Die Signale bei m/zexp 1660,8 und m/zexp 2025,6 lassen rechnerisch 
zwei Möglichkeiten zu: Sie entsprechen dem [M+Na]+-Addukt eines defucosylierten 
biantennären N-Glykans mit zwei terminalen Hexosen am nicht reduzierenden Ende 
der Antennen (Hex2HexNAc2Man3GlcNAc2) und der Struktur 
Hex3HexNAc3Man3GlcNAc2. Zusätzlich stimmen sie mit dem [M+K]+-Addukt eines 
biantennären N-Glykans mit einem terminalen N-Acetylhexosaminrest 
(Hex1HexNAc2Fuc1Man3GlcNAc2) und eines triantennären N-Glykans mit zwei 
terminalen Hexosen (Hex2HexNAc3Fuc1Man3GlcNAc2) überein. Aufgrund des 
Zusatzes von Kaliumionen in dem Reifungsmedium (siehe 2.1.2) war M+K-
Adduktbildung möglich.  
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3.2 Charakterisierung der oxidativ-sensitiven Thiolgruppen in der 
ZP  
Die Positionen der Cysteine in den ZP-Proteinen verschiedener Spezies sind hoch 
konserviert (Harris et al., 1994). Die meisten Cysteinreste bilden Disulfidbrücken und 
sind für die Aufrechterhaltung der dreidimensionalen Struktur der ZP verantwortlich 
(Dunbar, 1983; Dunbar et al., 1994).  
Die limitierte Proteolyse und die Bildung von intramolekularen Disulfidbrücken des 
ZPA-Proteins spielen die bedeutendste Rolle beim so genannten „Zona hardening“ 
(Zhang et al., 1991; Iwamoto et al., 1999; siehe 1.5). Aus diesem Grund sollte geprüft 
werden, ob im ZPA vor der Befruchtung ein definiertes Muster oxidativ-sensitiver 
Thiolgruppen vorliegt. Das Protein enthält jeweils 10 Cysteine in der N-terminalen 
Region und in der ZP-Domäne (siehe 1.3.2).  
Die Untersuchungen wurden mit den ZP-Proteinen präpuberaler Sauen durchgeführt, 
da nur dieses Material in ausreichender Menge zur Verfügung stand. Hierfür wurden 
die Proteine mit Biotin-konjugiertem Jodacetamid (BIAM) bei pH 6,5 markiert, 
welches selektiv Cysteine mit einem niedrigen pKa-Wert unter physiologischen 
Bedingungen biotinyliert (Kim et al., 2000). Die Markierung wurde bereits an den 
intakten ZP durchgeführt, um temperaturbedingtes Disulfidscrambling (Chang und Li, 
2001) zu verhindern. 
Das durch RP-HPLC angereicherte biotinylierte ZPA-Protein wurde nach 
Deglykosylierung durch N-Glykosidase F tryptisch gespalten. Die markierten 
tryptischen Peptide wurden nach Auftrennung durch RP-HPLC und Detektion im 
ELBA durch MALDI-ToF-MS analysiert. 
3.2.1 Elektrophoretische Analyse der biotinylierten ZP-Proteine  
Die mit BIAM-markierten solubilisierten ZP-Proteine wurden nach 1D-
gelelektrophoretischer Auftrennung und Western Blotting mit HRPO-konjugiertem 
Streptavidin detektiert.  



















Abb. 3.22: BIAM-Markierungsmuster der ZP-Proteine. 
Die ZP-Proteine wurden bei pH 6,5 mit BIAM markiert. Die Biotinylierung 
wurde durch Analysen mit HRPO-Streptavidin detektiert.  
ZPA wurde unter reduzierenden Bedingungen in 25-35 kDa große Polypeptide 
und ein 70 kDa großes Polypeptid gespalten. 
(a) 40 µg native ZP wurden unter nicht reduzierenden (2) und reduzierenden 
Bedingungen (3) durch 10%ige 1D-SDS-PAGE aufgetrennt. 
(b) 30 µg EßGal-gespaltene ZP-Proteine wurden unter nicht reduzierenden 
Bedingungen durch 12%ige 1D-SDS-PAGE aufgetrennt. 
In der Spur 1 ist der Proteinlängenstandard dargestellt.  
 
Unter nicht reduzierenden Bedingungen wurden selektiv das ZPA und die 
höhermolekularen Aggregate der ZP-Proteine angefärbt (siehe Abb. 3.22a). 
Reduzierende Bedingungen resultierten in einer Anfärbung der Spaltprodukte des 
ZPA-Proteins bei 70 kDa (ZP2) bzw. 25 bis 35 kDa (ZP4). Die Banden im Bereich 
zwischen 45 und 60 kDa des ZPB/ZPC-Gemisches wurden ebenfalls dargestellt 
(siehe Abb. 3.22a). Die ZP-Proteine wurden zusätzlich partiell durch Endo-ß-
Galactosidase deglykosyliert und unter nicht reduzierenden Bedingungen analysiert. 
Es wurde sowohl das ZPA als auch das ZPB/ZPC-Gemisch markiert (siehe 
Abb. 3.22b). Das Auftreten der Banden spricht dafür, dass durch Reduktion der 
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Disulfidbrücken und Abspaltung der N-Acetyllactosamineinheiten die Zugänglichkeit 
von den BIAM-markierten Thiolgruppen für HRPO-Streptavidin erhöht wird. 
3.2.2 Identifizierung der oxidativ-sensitiven Thiolgruppen des ZPA-
Proteins 
Die Trennung der ZP-Proteine durch RP-HPLC wurde zunächst mit N-Glykosidase F 
oder Endo-ß-Galactosidase gespaltener nicht biotinylierter ZP getestet. SDS-
Gelelektrophoreseanalysen der manuell gesammelten Fraktionen zeigten lediglich 
nach partieller Deglykosylierung eine Anreicherung des ZPA-, ZPB- und ZPC-
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Abb. 3.23: RP-HPLC von EßGal-gespaltenen BIAM-markierten ZP-Proteinen.  
EßGal-gespaltene mit BIAM markierte ZP-Proteine wurden mit einem linearen 
Gradienten (grau gestrichelte Linie) von Acetonitril in 0,1% TFA von einer 
Nucleosil 300-10 C-4 Säule eluiert. Die Pfeile kennzeichnen die Fraktionen mit 
den ZP-Proteinen. 
Einsatz: Blottanalysen der RP-HPLC-Fraktionen von BIAM-markierten ZP-
Proteinen nach Detektion mit HRPO-Streptavidin. 
 
Die BIAM-markierten ZP-Proteine wurden daher mit EßGal gespalten und die 
einzelnen RP-HPLC-Fraktionen nach elektrophoretischer Auftrennung der Proteine 
mit einem Biotin-Avidin-System sowie anschließender Chemilumineszenz überprüft. 
Die Fraktionen 1 und 3 enthielten das ZPC- bzw. ZPB-Protein (Töpfer-Petersen et 
al., 1993). ZPA war in der Fraktion 2 angereichert, in welcher zusätzlich 
höhermolekulare Aggregate und ZPC detektiert wurden (siehe Abb. 3.23).  
In der Abb. 3.24 ist die RP-HPLC der Fraktion 2 nach Trypsin-Spaltung und der 
ELBA dargestellt.  
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Abb. 3.24: RP-HPLC der tryptischen Peptide der Fraktion 2.  
(a) Die Proteine der RP-HPLC-Fraktion 2 wurden nach Reduktion und 
Carbamidomethylierung tryptisch gespalten; die Peptide wurden mit einem 
linearen Gradienten (grau gestrichelte Linie) von Acetonitril in 0,1% TFA von 
einer Grom-Sil 120 ODS-4HE Säule (150 x 2 mm, 3 µm) eluiert. Die Pfeile 
kennzeichnen die durch MALDI-ToF-MS analysierten Fraktionen. 
(b) Extinktion der einzelnen Fraktionen bei 492 nm nach Reaktion mit HRPO-
Streptavidin. 
 
Die BIAM-markierten Proteine wurden vor der tryptischen Spaltung deglykosyliert. 
Die MS-Spektren der einzelnen RP-HPLC-Fraktionen enthielten somit zusätzlich 
tryptische Peptide der N-Glykosidase F und Autoproteolyseprodukte des Trypsins. 
Diese wurden allerdings bei der Auswertung der Signale nicht berücksichtigt. Für die 
einzelnen Cysteine wurden Signale für Peptide mit BIAM (+ m/zkalk 326,4) und/oder 
Carbamidomethylgruppe (CAM) und/oder ohne Modifizierung ermittelt (siehe 
Tab. 3.6). Aufgrund der Massenungenauigkeit des MALDI-ToF-
Massenspektrometers wurde eine Massendifferenz von ±5 Da zugelassen. 
Für den N-Terminus des ZPA-Proteins wurden Signale detektiert, deren m/zexp mit 
denjenigen von BIAM-markierten Peptiden mit Cysteinen an den Positionen C52 
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(siehe Abb. 3.25a; Fraktion 42), C85 (Fraktion 36), C103 (Fraktionen 27 und 30) und 










































































































Abb. 3.25: Exemplarische Darstellung von MALDI-ToF-MS-Analysen BIAM-
markierter ZP-Peptide.  
Die tryptischen Peptide von angereichertem BIAM-markierten ZPA-Protein 
(siehe Abb. 3.23) wurden durch RP-HPLC isoliert (siehe Abb. 3.24) und an 
einem Kratos MALDI-II Analytical Kompact Instrument (V 5.2) im positiven 
Modus vermessen. 
(a) MALDI-ToF-MS-Spektrum der Fraktion 42. Die Pfeile kennzeichnen die 
Massen ([M + H]+) des Peptids T69-105 (ZPA) mit 1BIAM, 1CAM (m/zexp 4554,0) 
und des Peptids T36-56 (ZPA) in nicht modifizierter Form (m/zexp 2282,2) sowie 
mit 1BIAM (m/zexp 2607,7). 
(b) MALDI-ToF-MS-Spektrum der Fraktion 28. Die Pfeile kennzeichnen die 
Massen ([M + H]+) des Peptids T245-282 (ZPA) mit 1BIAM (m/zexp 4298,5) und 
1BIAM, 1CAM (m/zexp 4357,8) bzw. des Peptids T167-202 (ZPB) mit 1CAM 
(m/zexp 4036,4), 3CAM (m/zexp 4149,5), 4CAM (m/zexp 4209,5), 1BIAM 
(m/zexp 4298,5) und 1BIAM, 1CAM (m/zexp 4357,8). 
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In der ZP-Domäne wurden für die Cysteine an den Positionen C402 (Fraktionen 27, 
29, 33 und 50) und C423 (Fraktionen 29, 30 und 31) biotinylierte Peptide als [M+H]+- 
sowie [M+Na]+-Addukte ermittelt. Die Peptide lagen mit Ausnahme von T64-97 und 
T322-339 zusätzlich nicht modifziert (T36-56, T397-417) und carbamidomethyliert (T98-106, 
T397-417, T408-426) vor. Für die Cysteine C135/152, C357/359/371, C543/564 und C613/618/628/632 
wurden Signale für die Peptide T126-154 (Fraktionen 28 und 32 ), T340-380 (Fraktionen 
33 und 34), T538-572 (Fraktionen 37 und 40) und T595-638 (Fraktionen 34 und 36) mit 
einer BIAM-modifizierten Thiolgruppe detektiert. Die Markierung konnte jedoch nicht 
einem Cystein zugeordnet werden. 
Die ermittelten m/zexp im Bereich von 4290 bis 4360 in den Fraktionen 27 und 28 
entsprechen gleichzeitig dem modifizierten Peptid T245-282 des ZPA-Proteins (C260/267) 
und dem T167-202 des ZPB-Proteins (C170/171/180/190; siehe Abb. 3.25b). Die Signale der 
Fraktionen 36, 37 und 43 stimmen jedoch lediglich mit den [M+H]+-Addukten des 
modifizierten Peptids T 245-282 des ZPA-Proteins überein.  
Darüber hinaus entsprechen Signale Peptiden des ZPB- und ZPC-Proteins mit 
unterschiedlicher Modifizierung durch BIAM und Jodacetamid. Die Ergebnisse dieser 
Untersuchungen sind in der Tab. 3.6 zusammengefasst. 
 
Tab. 3.6:  Zusammenfassung der durch MALDI-ToF-MS analysierten BIAM-
markierten ZP-Peptide 






















eine missed cleavage 
IQYTSVVDPLGLEMMNCTY
VLDPENLTLKAPYEACTK 
eine missed cleavage 
APYEACTKR 
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Tab. 3.6:  Fortsetzung I 
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C260/267_1BIAM 
C260/267_1BIAM, 
                    1CAM 
C260/267_2CAM 
C260/267_1BIAM, 
                    1CAM 
C260/267_1BIAM, 
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Tab. 3.6:  Fortsetzung II 











































                      1BIAM 
C613/618/628/632_ 
          1BIAM, 1CAM 
C613/618/628/632_ 
                       4CAM 
C613/618/628/632_ 







































































































C170/171/180_1BIAM,    
                          1CAM 
C170/171/180/190_ 
                          1BIAM 
C170/171/180/190_ 
              1BIAM, 1CAM 
C170/171/180/190_ 
                          1CAM 
C170/171/180/190_ 
                          3CAM 
C170/171/180/190_ 
                          4CAM 
C170/171/180/190_ 
                          1BIAM 
C170/171/180/190_ 
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Tab. 3.6:  Fortsetzung III 
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C442/447/455/459_ 
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C442/447/455/459_ 












































































































* entspricht m/zexp von verschiedenen BIAM-markierten Peptiden. 
Die tryptischen BIAM-markierten Peptide wurden durch RP-HPLC getrennt und die einzelnen 
Fraktionen (F) im ELBA mit HRPO-Streptavidin getestet. 
 
Die MS-Daten zeigen, dass die Cysteine der ZP-Proteine von Oocyten im GV-
Stadium sowohl als freie Thiolgruppen als auch in Disulfidbrücken vorliegen. 
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4 Diskussion 
Die Kenntnis der cDNA-/Proteinsequenzen der porcinen ZP-Proteine ermöglichte die 
Entwicklung von Methoden zur Analyse von posttranslationalen Modifikationen durch 
die Kombination von enzymatischer Fragmentierung und MALDI-ToF-
Massenspektrometrie von Proteinen eines biologisch komplizierten Systems, wie es 
die Gameteninteraktion darstellt.  
Da die glykosylierten Asparaginreste des ZPB/ZPC-Oligomers bekannt waren, 
konzentrierte sich diese Arbeit auf die Identifizierung der N-Glykosylierungsstellen 
des ZPA-Glykoproteins. Es wurden nicht nur die tryptischen Glykopeptide des im Gel 
gespaltenen Proteins, sondern auch die des in Lösung fragmentierten ZP-Gemisches 
untersucht. Diese strategische Vorgehensweise ermöglichte die Detektion der 
Glykopeptide, welche sich aufgrund ihrer Größe und Modifizierung schlecht oder gar 
nicht aus dem Gel eluieren ließen. Gleichzeitig konnten als Kontrolle für den 
Versuchansatz einige der für das ZPB- und ZPC-Protein identifizierten N-
Glykosylierungsstellen bestätigt werden.  
Durch N-Glykosidase F-Spaltung wird der Asparaginrest eines Proteins zu 
Asparaginsäure umgewandelt, wodurch es zu einer Zunahme von m/zkalk 0,99 
kommt. N-glykosylierte Positionen können daher in Glykoproteinen mit bekannter 
Aminosäuresequenz durch MS- sowie MSn-Analysen der deglykosylierten tryptischen 
Peptide identifiziert werden (Boja et al., 2003). Bei der Fragmentierung des ZPA-
Proteins entstehen zum Teil Peptide, die größer als 2 kDa sind. Solche Fragmente 
erzeugen aufgrund der Ausbildung kompakter Konformationen durch intramolekulare 
Wechselwirkungen ein unvollständiges und damit ein schwer interpretierbares 
Fragmentierungsmuster. Da dies die Zuordnung der Fragmentionen zu einem Peptid 
erschwert, wurde auf eine Sequenzierung durch MSn-Fragmentierung verzichtet, und 
die Glykosylierung durch die Bestimmung des Molekulargewichtes der Glykopeptide 
als auch des korrespondierenden Peptids nach N-Glykosidase F-Spaltung 
nachgewiesen.  
Die Strukturen der N-Glykane des porcinen ZP-Glykoproteingemisches sind bereits 
durch sequentielle Glykosidase-Spaltung in Kombination mit Methylierungsanalysen 
aufgeklärt worden (Mori et al., 1991, 1998). Durch die Kenntnis dieser Strukturen 
konnte die nähere Charakterisierung der N-gebundenen Oligosaccharide des ZPA-
Proteins bzw. der ZP über einen massenspektrometrischen Ansatz erfolgen.  
  Diskussion 
 98
Weiterhin wurde in dieser Arbeit indirekt das Disulfidbrückenmuster des ZPA-
Proteins nach Markierung der ZP mit einem thiolmodifizierenden Reagenz 
(+ m/zkalk 326,4) durch MALDI-ToF-MS untersucht. Dabei wurden die 
korrespondierenden Peptide über ihr Molekulargewicht identifiziert. Durch den 
massenspektrometrischen Ansatz konnte bei der Entstehung eines Fragmentes mit 
mehreren Cysteinresten die Modifizierung keiner Position zugeordnet werden. Die 
ZP-Peptide müssten zur eindeutigen Bestimmung der freien Thiolgruppen N-terminal 
durch Edman-Abbau sequenziert werden. Auf die Bestimmung der 
Aminosäuresequenz ist jedoch in dieser Arbeit verzichtet worden. 
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass der hier angewandte 
massenspektrometrische Ansatz zur Charakterisierung von posttranslationalen 
Modifikationen wie Glykosylierung und Disulfidbrückenmuster eingesetzt werden 
kann.  
4.1 Glykosylierung der ZP-Proteine 
4.1.1 N-Glykosylierungsstellen in ZP-Glykoproteinen 
ZPA ist das größte Glykoprotein der porcinen ZP. Das Protein enthält N-terminal zur 
ZP-Domäne ein 334 Aminosäuren langes Polypeptid, welches die biologisch wichtige 
Spaltstelle zwischen A168 und D169 enthält. In Oocyten im GV-Stadium liegt das 
Glykoprotein bereits partiell gespalten vor, und kann nach Reduktion der 
Disulfidbrücken in ein etwa 65 kDa großes Polypeptid sowie Polypeptide im Bereich 
von 20 bis 30 kDa gelelektrophoretisch aufgetrennt werden (Hasegawa et al., 1994).  
In dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass fünf der sechs potentiellen N-
Glykosylierungsstellen glykosyliert sind. Die potentiellen Asparaginreste N84 und N93 
liegen in dem 20 bis 30 kDa-Polypeptid und innerhalb desselben tryptischen Peptids 
(I69-K97). Die Glykopeptide enthalten rechnerisch nur an einer Position N-gebundene 
Oligosaccharide. N-terminale Sequenzierung durch Edman-Abbau dieses 
Polypeptids resultierte in einer nicht identifizierbaren Aminosäure (X) an der Position 
N84 sowie einem Asparaginrest an der Position N93. Dies spricht dafür, dass die 
Oligosaccharide an der Position N84 gebunden sind (Hasegawa et al., 1994). Der 
Vergleich der identifizierten N-glykosylierten Asparaginreste von orthologen ZPA-
Proteinen zeigt, dass die Position N84 die einzige N-Glykosylierungsstelle ist, die bei 
dem Schwein, dem Rind (N83; Ikeda et al., 2002) und den Nagetieren (Maus: N83, 
Ratte: N72; Boja et al., 2003, 2005) konserviert ist (siehe Abb. 4.1, 4.2).  
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Abb. 4.1: Multiples Alignment der Aminosäuresequenzen des ZPA-Proteins bei 
Schwein, Rind, Maus und Ratte.  
Die potentiellen bzw. identifizierten N-Glykosylierungsstellen sind durch 
schwarze Kästchen und die Aminosäuren mit hoher (rot) und niedriger (blau) 
Übereinstimmung farblich gekennzeichnet. Das Alignment wurde mit dem 
Multialign Programm (http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html; 
14.01.06) generiert. 
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Die N-Glykosylierungsstelle an der Position N268 wurde anhand der isolierten 
Glykopeptide nach Spaltung des ZP-Glykoproteingemisches mit Trypsin 
charakterisiert. Nach Deglykosylierung wurde ein Signal bei m/zexp 4084,2 detektiert, 
das aufgrund der Massenungenauigkeit des Massenspektrometers neben dem 
carbamidomethylierten Peptid H245-K282 (m/zkalk 4084,7) des ZPA-Proteins dem 
Peptid N203-R237 (m/zkalk 4088,7) des ZPB-Proteins entsprechen kann. Das Peptid 
N203-R237 enthält zwei N-Glykosylierungsstellen (Kudo et al., 1998). Die 
Molekulargewichte der Glykopeptide erlauben rechnerisch jedoch nur Glykosylierung 
an einem Asparaginrest und können demnach dem ZPA zugeordnet werden. N-
terminale Sequenzierung eines durch Con A-Affinitätschromatographie und RP-
HPLC angereicherten tryptischen Glykopeptids des nativen ZP-Proteingemisches 
resultierte in der Sequenz HVSHGQSLILASQLIXVADPVT…. Sie entspricht dem N-
Terminus des Peptids H245-K282 des ZPA-Proteins und bestätigt N-Glykosylierung an 
dem Asparaginrest der Position N268 (Witzendorff et al., 2005). Die Sequenz N268AT 
ist sowohl in dem porcinen, murinen (N264AT) als auch dem bovinen (N264AT) ZPA-
Protein konserviert. Sie ist jedoch lediglich beim Schwein und der Maus glykosyliert. 
Das orthologe ZP2-Protein der Ratte trägt ebenfalls an der Position N253 (N253VT) N-
gebundene Oligosaccharide. In der ZP-Domäne ist das Motiv NRT beim Schwein 
(N530) und Rind (N527) glykosyliert, während bei Maus und Ratte an der Position N393 
bzw. N382 N-Glykane lokalisiert sind. Das Ratten ZP2-Protein enthält einen 
zusätzlichen glykosylierten Asparaginrest an der Position N563 in dem ZP-Modul. 
Weitere N-Glykosylierungsstellen des ZPA-Proteins bei dem Schwein (N316 und N323) 
als auch dem Rind (N191) liegen im N-terminalen Polypeptid und sind nicht 
konserviert. Die Sequenzen NVS und NAT des ZP2-Proteins der Maus (N172, N217) 
sowie der Ratte (N161, N206) tragen N-Glykane, und die murine N-
Glykosylierungsstelle an der Position N184 (NGT) ist möglicherweise bei dem 
orthologen ZP-Protein der Ratte (N173) glykosyliert (siehe Abb. 4.1, 4.2). 
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potentielle N-Glykosylierung  
Abb. 4.2:  Vergleich der N-Glykosylierungsstellen des ZPA Proteins bei Schwein, 
Rind, Maus und Ratte. 
 
Die vorhergesagten N-Glykosylierungsstellen des porcinen ZPB- und ZPC-Proteins 
liegen in der ZP-Domäne. Alle drei potentiellen Asparaginreste des ZPB-Proteins an 
den Positionen N203, N220 und N333 tragen N-Glykane (Kudo et al., 1998). Die 
Sequenzen N203VT und N220DS sind in dem bovinen orthologen ZP-Protein 
(N202VT bzw. N219DS) konserviert. Im ZP1 bei Maus und Ratte ist das konservierte 
Motiv NAS mit den Positionen N371 und N369 in dem ZP-Modul glykosyliert. Das 
Protein enthält bei beiden Spezies ein N-terminales Polypeptid, welches beim 
porcinen ZPB prozessiert vorliegt und mit D137 beginnt (Yonezawa et al., 1997). 
Innerhalb des N-Terminus tragen bei dem murinen ZP1-Protein die Asparaginreste 
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an den Positionen N49, N68 sowie N240 und bei dem orthologen Protein der Ratte an 
den Positionen N49 und N68 N-gebundene Oligosaccharide (Boja et al., 2003, 2005). 
In dem porcinen ZPC-Protein sind an den Positionen N124, N146 und N271 der vier 
potentiellen N-Glykosylierungsstellen Glykane lokalisiert (Yonezawa et al., 1999). Die 
Sequenzen N146VS und N271DS sind sowohl bei dem Schwein, dem Rind als auch 
den Nagetieren (N146VS und N273DS) konserviert, und bei den Letzteren wurde eine 
Glykosylierung nachgewiesen (Boja et al., 2003, 2005). Eine potentielle N-
Glykosylierungsstelle mit dem Motiv N124LS befindet sich ebenfalls im orthologen 
bovinen ZP-Protein. Das ZP3-Protein der Maus und Ratte enthält in der ZP-Domäne 
eine zusätzliche glykosylierte Position innerhalb der Sequenz N304KT. Bei der Maus 
ist das Protein außerdem an den Asparaginresten der Positionen N327 und N330 
glykosyliert. Bei der Ratte konnte Glykosylierung an der Position N330 detektiert 
werden. Die bei beiden Spezies konservierten Sequenzen N327CS und N330SS liegen 
innerhalb des C-Terminus des Proteins, der bei dem porcinen orthologen ZPC-
Protein prozessiert ist (Boja et al., 2003, 2005; Yonezawa und Nakano, 2003).  
Die N-Glykosylierungsstellen von orthologen ZP-Proteinen sind demnach trotz der 
hohen Konservierung der Aminosäuresequenzen grundsätzlich nicht konserviert. Zu 
diesem Zeitpunkt kann nicht gesagt werden, welchen Einfluss das unterschiedliche 
Glykosylierungsmuster auf die dreidimensionale Struktur der ZP bei verschiedenen 
Spezies hat. 
4.1.2 N-gebundene Oligosaccharide von ZP-Proteinen 
Für die porcinen ZP-Glykoproteine (Mori et al., 1991, 1998) und ZPB/ZPC 
(Noguchi und Nakano, 1992; Noguchi et al., 1992) sind bi-, tri und tetraantennäre N-
Glykane vom komplexen Typ mit einem α1,6-fucosylierten Pentasaccharid 
identifiziert worden, deren Antennen teilweise mit repetierenden N-
Acetyllactosamineinheiten verlängert sind. Die Mehrheit der neutralen (siehe 
Abb. 4.3a) und der durch Sulfatierung/Sialylierung sauren N-Glykane (siehe 
Abb. 4.4a) sind biantennäre Strukturen. 





























Abb. 4.3: Strukturen der neutralen Glykane der porcinen ZP (Takasaki et al., 1999).  
Die Glykoproteine tragen bi-, tri und tetraantennäre N-Glykane mit einem α1,6-
fucosylierten Core-GlcNAc sowie repetierenden und nicht repetierenden 
Antennen (a). Zum Vergleich sind die Strukturen der neutralen O-Glykane 
dargestellt (b). 
 
Das LCA-Bindungsmuster der ZP nach gelelektrophoretischer Auftrennung gab erste 
Hinweise, dass die Proteine komplexe N-gebundene Oligosaccharide mit einem 
Fucoserest enthalten. Die N-Glykanprofile des desialylierten und nativen ZPA-
Proteins bestätigten das dominante Auftreten von fucosylierten biantennären 
Strukturen mit einer sowie zwei terminalen Hexosen in den neutralen und aziden 
Glykoformen des Proteins. Der Anteil von Oligosacchariden mit sich wiederholenden 
N-Acetyllactosamineinheiten ist verhältnismäßig gering. Dies zeigt sich auch in der 
geringen Abnahme des Molekulargewichtes des Glykoproteins nach Endo-ß-
Galactosidase-Spaltung. Die lactosaminylierten Strukturen ließen sich erst nach 
Desialylierung des ZPA-Proteins nachweisen. Da sialylierte Oligosaccharide mit der 
Matrix 2,5-DHB schwer nachweisbar sind, kann daraus geschlossen werden, dass 
die N-Glykane an ihren N-Acetyllactosamineinheiten Sialinsäure tragen. Die starken 
Signale für bi- und triantennäre N-Glykane mit nur einer oder zwei terminalen 
Hexosen des nativen sowie desialylierten Glykoproteins sind Hinweise, dass ein 
erheblicher Anteil der Oligosaccharide N-Acetylglucosaminreste an dem nicht 
reduzierenden Ende trägt.  
Der größte Unterschied zwischen den kürzlich und den in dieser Arbeit identifizierten 
N-Glykanstrukturen der ZP ist der Nachweis eines High-Mannose-Typ N-Glykans im 
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ZPA-Protein. Die Arbeitsgruppe von Mori (Mori et al., 1991, 1998) wies lediglich 
komplexe N-gebundene Oligosaccharide im porcinen ZP-Glykoproteingemisch und 
diejenige von Nakano (Nakano und Yonezawa, 2001) in dem ZPB/ZPC-Oligomer 
nach. MSn-Fragmentierungsmuster bestätigten jedoch die Struktur eines 
Pentamannosylglykans im ZPA-Glykoprotein, und tryptische pentamannosylierte 
Glykopeptide (H245-K282) mit der Position N268 des ZPA-Proteins wurden nach In-Gel-
Spaltung und Con A-Affinitätschromatographie sowie RP-HPLC gewonnen. 
Zusätzlich wurden schwache Signale des Glykopeptids nach Isolierung der 
tryptischen Glykopeptide des ZP-Proteingemisches über LCA-Agarose detektiert. 
Das Lektin LCA bindet mit hoher Affinität an N-Glykane mit einer α1,6-fucosylierten 
Core-Struktur (Kornfeld et al., 1981; Marquardt et al., 1999), aber auch mit geringer 
Affinität an α-Mannose und α-Glucose (Marquardt et al., 1999). Möglicherweise 
wurde eine schwache Interaktion zwischen dem pentamannosylierten Peptid H245-
K282 und dem Lektin durch das ungünstige Verhältnis von Glykopeptid zum 
Säulenmaterial begünstigt. Parallel wurde unter gleichen analytischen Bedingungen 
ein N-Glykanprofil für das ZPB/ZPC-Proteingemisch erstellt. Es wurde entsprechend 
der publizierten Oligosaccharidstrukturen (Noguchi et al., 1992) kein High-Mannose-
Typ N-Glykan identifiziert. Dies zeigt die spezifische Lokalisation des 
Pentamannosylglykans an der Position N268 des ZPA-Proteins.  
In den ZP-Proteinen von in vitro gereiften Oocyten im MII-Stadium wurde in dieser 
Arbeit jedoch kein pentamannosyliertes Oligosaccharid nachgewiesen, und weitere 
neutrale N-Glykane der desialylierten ZP-Proteine unterschieden sich von denjenigen 
der ZP von Oocyten im GV-Stadium. Während der follikulären Entwicklung durchläuft 
die Oocyte eine Wachstums- und Reifungsphase. In diesem Zeitraum synthetisieren 
beim Schwein die Oocyte und die sie umgebenden Granulosazellen Stadium-
spezifisch die ZP-Proteine (Sinowatz et al., 2001; siehe 1.3.1). Dabei verdoppelt sich 
der Proteingehalt der ZP (Töpfer-Petersen, persönliche Mitteilung). Die MS-Daten 
lassen vermuten, dass die Proteine in den Granulosazellen und der Oocyte 
unterschiedlich N-glykosyliert werden, und sich während des Wachstums oder der 
Reifung der Oocyte ihr Beitrag zum Aufbau der ZP verändert. Das in dieser Arbeit 
verwendete Schlachtmaterial enthielt wahrscheinlich vorwiegend Oocyten in frühen 
follikulären Stadien, dessen ZP-Proteine ein pentamannosyliertes Oligosaccharid 
trugen. Diese Hypothese wird dadurch gestützt, dass Aviles et al. (2000) bei 
verschiedenen Spezies unterschiedliche Monosaccharidreste der ZP-Proteine in 
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verschiedenen Entwicklungsstadien der Oocyte sowie in den verschiedenen 
Schichten der ZP nachweisen konnten. 
N-Glykane vom High-Mannose-Typ sind ebenfalls in dem orthologen Protein beim 
Rind (Ikeda et al., 2002) und den ZP-Proteinen der Maus (Easton et al., 2000) 
identifiziert worden. In dem bovinen ZPA ist das Oligosaccharid mit der Struktur 
Man5GlcNAc2 an den N-Glykosylierungsstellen N83 und N191 und zu einem geringen 
Anteil an der Position N527 lokalisiert. Für ZPB und ZPC ist die Zuordnung der N-
Glykane noch nicht bekannt. Bei der Gameteninteraktion beim Rind spielen das 
Pentamannosylglykan sowie das ZPB-Protein die entscheidende Rolle (Amari et al., 
2001; Yonezawa et al., 2001). Es ist noch nicht geklärt, ob das ZPA-Protein an der 
Interaktion zwischen dem Spermatozoon und der Oocyte beteiligt ist. Weiterhin 
bindet rekombinantes ZPB-Protein vom Schwein mit N-Glykanen vom Pauci-
Mannosidischen und High-Mannose-Typ an bovine, aber nicht an porcine Spermien. 
Dies zeigt, dass die Glykosylierung der ZP-Proteine Spezies-spezifisch abläuft und 
eine entscheidende Rolle bei der Spezies-selektiven Erkennung beider Gameten 
spielt (Yonezawa et al., 2005b). 
Die High-Mannose-Typ N-Glykane der murinen ZP-Glykoproteine haben vorwiegend 
die Struktur Man5GlcNAc2, es sind jedoch auch Oligosaccharide mit bis zu neun 
Mannoseresten nachgewiesen worden (Easton et al., 2000). Sie sind bis jetzt keinem 
ZP-Protein zugeordnet worden, allerdings wurden für das ZP2- und ZP3-Protein 
keine N-Glykane vom High-Mannose-Typ detektiert (Noguchi und Nakano, 1993). Ob 
die pentamannosylierten N-Glykane eine Rolle bei der Bindung des Spermatozoons 
an die Oocyte spielen ist noch nicht geklärt. Dafür würde allerdings sprechen, dass 
murine Oocyten mit einer ZP ohne N-Glykane vom komplexen Typ und Hybrid-Typ 
befruchtet werden (Shi et al., 2004). Auch die potentiellen Spermien-bindenden O-
Glykane des ZP3-Proteins konnten massenspektrometrisch nicht nachgewiesen 
werden (Boja et al., 2003).  
Die Daten zeigen, dass sich die N-Glykanmuster der ZP von Oocyten in 
unterschiedlichen Entwicklungsstadien und bei verschiedenen Spezies 
unterscheiden. Dies deutet auf Unterschiede in biochemischen und 
physiochemischen Eigenschaften der orthologen Proteine hin. 
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4.1.3 Saure Glykane der porcinen ZP-Proteine 
Die Azidität der porcinen ZP beruht auf Sialylierung und/oder Sulfatierung der N- und 
O-Glykane der ZP-Proteine. Die Sulfatierung der N-gebundenen Oligosaccharide 
erfolgt hauptsächlich an der C-6 Position des GlcNAc-Restes (SO3
-→6GlcNAc) der 
sich wiederholenden und nicht wiederholenden Antennen. Zusätzlich wurden zu 
einem geringen Ausmaß Sulfatreste an der C-3 Position des reduzierenden 
terminalen GlcNAc-Restes (SO3
-→3GlcNAc) nachgewiesen. Sialylierte N-Glykane 
tragen Siaα2→3Gal an den repetierenden N-Acetyllactosamineinheiten. Allerdings 
wurden auch die isomerischen Verbindungen Siaα2→3Gal und Siaα2→6Gal an den 
sich nicht wiederholenden Antennen identifiziert. Weiterhin enthalten die N-
Acetyllactosamineinheiten der sauren N-Glykane geringfügig verschiedene sulfatierte 
und nicht sulfatierte Formen von fucosylierten Strukturen, wie 
Fucα1→2Galß1→4(±SO3-→6)GlcNAc (Typ 2H), Galß1→4(Fucα1→3)(±SO3-
→6)GlcNAc (Lex) und Fucα1→3/4(±SO3-→6)GlcNAc (siehe Abb 4.4a; Mori et al., 
1998; Takasaki et al., 1999).  
Noguchi und Nakano (1992) charakterisierten die Strukturen der sauren N-
gebundenen Ketten des ZPB/ZPC-Oligomers. Endo-ß-Galactosidase spaltet die ß-
galactosidische Verbindung der repetierenden N-Acetyllactosamineinheiten der 
Antennen. Die sauren Fragmente der Oligosaccharide des ZPB/ZPC-
Proteingemisches nach Endo-ß-Galactosidase-Spaltung hatten die Strukturen 
Neu5Ac/Gcα2→3Galß1→4(SO3-→6)GlcNAcß1→3Gal und SO3-
→6GlcNAcß1→3Gal. Somit liegt Sulfatierung an der C-6 Position des GlcNAc-
Restes und Sialylierung am nicht reduzierenden terminalen Galactoserest von sich 
wiederholenden N-Acetyllactosamineinheiten vor. Galactosereste der nicht 




















































































































































































































































































































































































































































































































































































Abb. 4.4: Strukturen der sauren N- (a) und O-Glykane (b) der porcinen ZP (Takasaki 
et al., 1999). 
 
Die sauren O-Glykane der ZP-Proteine zeigen bei den hauptsächlich vorkommenden 
Oligosacchariden eine extrem hohe Variation in ihren Strukturen, welche auf der 
Kombination der Elemente Galß1→4GlcNAcß1→3Galß1→3GalNAc, 
Galß1→4(6SO3
-)GlcNAc und Neu5Ac/Gcα2,3 beruht (siehe Abb. 4.4b). Dies 
resultiert in einer Reihe von unterschiedlich sialylierten und sulfatierten 
lactosaminylierten Oligosacchariden. Bei einer geringen Anzahl der sauren O-
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Glykane ist die Struktur Galß1→3GalNAc durch Neu5Acα-2,6GalNAc und/oder 
Neu5Acα-2,3Gal ersetzt (Hokke et al., 1994). 
2D-gelelektrophoretische Analysen der ZP-Proteine von Oocyten im GV-Stadium 
bestätigen Sulfatierung und Sialylierung der Glykoproteine. Isoformen der 
desialylierten und desialylierten/desulfatierten ZP-Proteine waren im Vergleich zu 
denen der nativen ZP in Richtung Kathode verschoben. Die Ausdehnung der 
desialylierten Glykoformen des ZPB/ZPC-Proteingemisches nach Abspaltung der 
Sulfatreste in den alkalischen Bereich zeigt, dass Sulfatierung vorwiegend am ZPB- 
und ZPC-Protein vorliegt. Weiterhin weist der signifikante alkaline pI-Shift der 
desialylierten partiell durch Endo-ß-Galactosidase deglykosylierten ZP-Proteine nach 
chemischer Desulfatierung auf SO3
--Reste hin, welche direkt an die Core-Struktur 
und/oder am reduzierenden GlcNAc der komplexen N-Glykane gebunden sind. Da 
auch bei den O-Glykanen zu einem geringen Anteil Sulfatreste an den an die Core-
Struktur gebundenen N-Acetylglucosaminresten nachgewiesen wurden (Hokke et al., 
1994), trägt die Desulfatierung der O-gebundenen Oligosaccharide zu der 
Verschiebung von ZP-Isoglykoproteinen bei.  
Es gibt nur sehr wenige Matrices, die zur MALDI-ToF-MS-Analyse von sulfatierten 
Glykanen geeignet sind. D-Arabinosazon hat sich hierfür bewährt, ist jedoch käuflich 
nicht erhältlich und wurde deshalb durch Synthese aus D-Arabinose hergestellt. Zur 
Charakterisierung der sulfatierten N-Glykane wurde zunächst eine MALDI-ToF-MS-
Methode anhand der Oligosaccharide von Oocyten im GV-Stadium etabliert. 
Vorversuche zeigten, dass die Co-Kristallisation mit den Analyten nicht gleichmäßig 
erfolgte. Wenige Bereiche auf dem Target erlaubten die Aufnahme eines MS-
Spektrums. Dies erschwerte zusammen mit einem starken Hintergrundrauschen die 
Untersuchungen. Es ist nicht auszuschließen, dass Verunreinigungen der Matrix 
dafür verantwortlich waren. Anderseits spricht einiges dafür, dass die ZP-Proteine 
nur zu einem geringen Anteil Sulfatreste tragen und die eingesetzte Glykanmenge 
damit an der Nachweisgrenze lag.  
In dieser Arbeit wurden fucosylierte bi-, tri und tetraantennäre N-Glykane mit sowie 
ohne repetierende N-Acetyllactosamineinheiten nachgewiesen, die lediglich einen 
Sulfatrest tragen. Die MS2-Fragmentierungsmuster bestätigen die von Mori (1998) 
identifizierte Sulfatierung an einem N-Acetylhexosaminrest einer Antenne und der 
Core-Struktur. Es kann jedoch bei den lactosaminylierten Oligosacchariden nicht 
zwischen einer Sulfatierung an den repetierenden und nicht repetierenden 
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Galß1→4GlcNAc-Strukturen unterschieden werden. Für das ZPB/ZPC-
Proteingemisch ist lediglich Sulfatierung an sich wiederholenden N-
Acetyllactosamineinheiten nachgewiesen worden (Noguchi und Nakano, 1992). Dies 
könnte bedeuten, dass ZPA und ZPB/ZPC unterschiedlich sulfatiert vorliegen. 
Weiterhin wurden keine aziden Oligosaccharide vom monoantennären komplexen 
Typ identifiziert.  
Bei der Charakterisierung der Oligosaccharidstrukturen der desialylierten ZP-
Proteine von in vitro gereiften Oocyten konnten keine sulfatierten N-Glykane 
detektiert werden, da die eingesetzte Glykankonzentration zu gering war. Das 
Glykanprofil der neutralen N-gebundenen Oligosaccharide unterschied sich jedoch 
von demjenigen der ZP von Oocyten im GV-Stadium. Das Fehlen von Glykanen mit 
N-Acetyllactosamineinheiten im höhermolekularen Bereich könnte bedeuten, dass 
die ZP von Oocyten im MII-Stadium einen hohen Anteil von sulfatierten 
lactosaminylierten Oligosacchariden enthalten. Um dies zu beantworten, müssten die 
MS-Messungen mit einer größeren Menge von sulfatierten Oligosaccharidstrukturen 
durchgeführt werden. Die In-vitro-Maturation von Oocyten ist jedoch sehr aufwendig 
und im größeren Ansatz nicht möglich. Die These, dass die ZP in verschiedenen 
Entwicklungsstadien unterschiedliche Oligosaccharidstrukturen enthält, wird dadurch 
gestützt, dass In-vitro-Maturation von Oocyten vom GV- ins MII-Stadium in einem 
signifikanten aziden Shift der ZP-Proteine in 2D-gelelektrophoretischen 
Auftrennungen resultierte und Untersuchungen mit Sialinsäure-erkennenden 
Lektinen keine Veränderung des Glykanmusters oder des Grades der Sialylierung 
zeigten (Rath et al., 2005). Auch bei der Analyse der Glykoproteine von präpuberalen 
Schlachtsauen und adulten Tieren mit etwa vergleichbarer Größenverteilung der 
Oocyten konnte bei den Letzteren ein deutlicher Shift der isoelektrischen Profile um 
etwa eine pI-Einheit zum sauren pI beobachtet werden (Töpfer-Petersen, persönliche 
Mitteilung). 
Eine Zunahme von sulfatierten ZP-Glykoproteinen während der Reifung der Oocyte 
ist im Hinblick auf die Rolle von sulfatierten Oligosacchariden in der 
Befruchtungskaskade sehr interessant. Das intraakrosomale Proakrosin bindet als 
sekundäres ZP-bindendes Protein an polysulfatierte Gruppen der ZP-Glykoproteine, 
wobei die Glykanstrukturen für die korrekte stereochemische Anordnung der 
Sulfatreste verantwortlich sind. Beim Schwein sind alle drei ZP-Proteine sulfatiert und 
binden an Proakrosin (Howes und Jones, 2002). Welche Rolle die aziden 
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Glykanstrukturen des ZPA-Proteins bei der Befruchtung spielen und ob lediglich das 
ZPA-Protein Sulfatierung an nicht repetierenden Antennen und der Core-Struktur 
seiner N-Glykane trägt, bedarf der weiteren Untersuchung.  
4.2 Verteilung oxidativ-sensitiver Thiolgruppen in ZP-Proteinen 
In sezernierten Proteinen stellen Disulfidbrücken eines der wichtigsten Elemente der 
korrekten Proteinfaltung dar und sind für die Stabilität der dreidimensionalen 
Proteinstruktur verantwortlich. Sie werden in Eukaryoten vorwiegend im ER in einem 
von Redoxprozessen-abhängigen Mechanismus durch Oxidation der 
Cysteinthiolgruppen (Cys-SH) in dem naszierenden Protein gebildet 
(Tu und Weissman, 2004).  
Durch Untersuchungen der bovinen ZP mit dem thiolmodifizierenden Reagenz 
Monobrombiman konnte gezeigt werden, dass während der Befruchtung in den ZP-
Proteinen Cysteinreste oxidiert werden. Dabei werden im ZPA-Protein in erster Linie 
intramolekulare Disulfidbrücken gebildet, welche zum so genannten „Zona 
Hardening“ und somit zur Verhinderung von Polyspermie beitragen (Iwamoto et al., 
1999). In Vorarbeiten für die vorliegende Arbeit wurden im porcinen Modell die freien 
Cysteinreste der ZP-Proteine im Hinblick auf ihre biologische Funktion mittels 
Rasterelektronenmikroskopie strukturell analysiert. Hierfür wurden die oxidativ-
sensitiven Thiolgruppen der ZP-Proteine von Oocyten in verschiedenen 
Entwicklungsstadien und nach In-vitro-Befruchtung mit Biotin-konjugiertem 
Jodacetamid (BIAM) bei pH 6,5 markiert. Die Säurekonstante (pKa-Wert) der Cys-
SH-Reste beträgt bei den meisten Proteinen ∼ 8,5; sie wird jedoch durch die Ladung 
der AS-Reste in der Umgebung der Thiolgruppen beeinflusst. Die oxidativ-sensitiven 
Cysteinreste mit einem niedrigen pKa-Wert können bei pH 6,5 selektiv mit BIAM 
markiert werden (Kim et al., 2000). Die Abnahme der Bindung von goldgekoppeltem 
Streptavidin an die porcinen Zonae pellucidae von gereiften Oocyten nach In-vitro-
Befruchtung zeigte, dass wie beim Rind während der Befruchtung neue 
Disulfidbrücken gebildet werden (Moreira, 2005). Es stellte sich daher die Frage, ob 
insbesondere das porcine ZPA-Protein von Oocyten im GV-Stadium unter 
physiologischen Bedingungen ein definiertes Muster oxidativ-sensitiver Thiolgruppen 
enthält.  
Zur biochemischen Analyse der ZP müssen die isolierten Glykoproteine bei 72°C 
solubilisiert werden. Da unter diesen Bedingungen das Disulfidbrückenmuster von 
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Proteinen durch temperaturbedingtes Disulfidscrambling modifiziert werden kann, 
wurden die Thiolgruppen der ZP-Proteine bereits an der intakten dreidimensionalen 
ZP mit BIAM markiert. Gelöste ZP-Glykoproteine wurden anschließend durch RP-
HPLC getrennt, und angereichertes ZPA-Protein nach Reduktion und 
Carbamidomethylierung tryptisch gespalten. Die Identifizierung der biotinylierten 
Peptide erfolgte nach Aufnahme eines MS-Spektrums über ihre m/z-Werte. Es 
wurden sowohl für den N-Terminus als auch für die ZP-Domäne des ZPA-
Glykoproteins Signale für tryptische Peptide mit einer BIAM-Markierung detektiert. 
Die Peptide enthielten zum Teil mehrere Cysteinreste, in denen das Biotin keiner 
Position zugeordnet werden konnte. Die Cysteinreste lagen mit Ausnahme von C85 
und C328 zusätzlich sowohl in Fragmenten mit einer Cys-SH-Gruppe als auch in 
denjenigen mit einem Cysteincluster nicht modifiziert und/oder carbamidomethyliert 
vor. Die Cysteincluster enthielten in den Peptidformen keine oder lediglich eine 
oxidativ-sensitive Thiolgruppe und die weiteren Cysteinreste lagen in Disulfidbrücken 
vor. Dabei könnte jede Thiolgruppe der verschiedenen Cysteine in einem Peptid mit 
BIAM markiert sein. Dies könnte bedeuten, dass ZPA-Glykoproteine mit 
unterschiedlichen Disulfidbrückenmustern vorliegen. Andererseits waren 
möglicherweise einige Thiolgruppen durch Clusterung der Cys-SH-Gruppen für das 
BIAM-Reagenz nicht zugänglich und wurden nach Reduktion carbamidomethyliert. 
Demnach würde das ZPA-Protein weitere nicht identifizierte oxidativ-sensitive 
Cysteinreste enthalten.  
Die meisten Positionen der Cysteinreste in orthologen ZP-Proteinen sind konserviert. 
Dies lässt eine ähnliche dreidimensionale Struktur der Glykoproteine vermuten 
(Harris et al., 1994). Das intramolekulare Disulfidbrückenmuster ist zum Teil in dem 
ZPB- sowie ZPC-Protein des Schweines, den ZP-Proteinen der Nagetiere 
(Maus und Ratte; siehe Abb. 4.5) und den Matrixproteinen (VE-Proteinen) des 
Fisches bestimmt worden (Yonezawa und Nakano, 2003; Boja et al., 2003, 2005; 
Darie et al., 2004). Hierfür wurden enzymatische Fragmente der Glykoproteine unter 
reduzierenden als auch nicht reduzierenden Bedingungen massenspektrometrisch 
analysiert. Für die N-Termini der verschiedenen Glykoproteine wurde lediglich in dem 
murinen ZP2-Protein eine Disulfidbrücke zwischen C84 und C102 identifiziert (siehe 
Abb. 4.5; Boja et al., 2003).  
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Abb. 4.5: Identifiziertes Disulfidbrückenmuster der murinen ZP-Proteine. 
Cysteine sind durch schwarze bzw. rote Balken dargestellt. 
 
Die ZP-Domäne enthält in den ZP- und VE-Proteinen acht (C1-C8) konservierte 
Cysteinreste und besteht aus zwei Subdomänen. In den ZP1- und ZP2- (ähnlichen) 
Proteinen sind in dem C-terminalen Submodul zusätzlich die Cysteine Ca und Cb 
konserviert (Jovine et al., 2004, 2005). Die Disulfidbrücken C1-C4 und C2-C3 liegen 
innerhalb der N-terminalen Subdomäne. Sie wurden sowohl in dem murinen ZP2- 
und ZP3-Protein (siehe Abb. 4.5) als auch in den orthologen VE-Proteinen 
identifiziert. In dem porcinen ZPB-Protein sind C2 und C3 ebenfalls durch eine 
Disulfidbrücke miteinander verbunden (Kudo et al., 1998). Darüber hinaus ergab die 
Analyse von Fragmenten des ZPC-Proteins, dass die Cysteinreste C1, C2, C3 und C4 
untereinander Disulfidbrücken bilden (Yonezawa und Nakano, 2003). Das 
Disulfidbrückenmuster lässt eine konservierte dreidimensionale Struktur der 
Subdomäne 1 bei den Fischen und Säugetieren vermuten.  
In der C-terminalen ZP-Subdomäne bei dem ZP3- (ähnlichen) Protein bei Maus und 
Fisch wurden die Disulfidbrücken C5-C7 und C6-C8 identifiziert. 
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Yonezawa und Nakano (2003) isolierten nach Bromcyanspaltung des porcinen ZPC-
Proteins ein Fragment, das aus der Subdomäne 2 und dem C-Terminus des 
Glykoproteins besteht, wobei das Disulfidbrückenmuster nicht bestimmt worden ist. 
In dem C-terminalen ZP-Submodul des ZP2-ähnlichen Fisch-Proteins sind die 
Cysteine C5-C6, C7-Ca sowie C8-Cb und im ZP1-ähnlichen Protein C7-Ca miteinander 
verbunden. Auch im murinen ZP1-Protein ist C5-C6 und im ZP2-Protein sind C7-Ca 
und C8-Cb nachgewiesen worden. Die Disulfidbindungen des porcinen ZPB-Proteins 
scheinen dagegen C5-C7, C6-C8 sowie Ca-Cb zu sein. Das abweichende 
Disulfidbrückenmuster des porcinen ZPB könnte auf Disulfidscrambling 
zurückzuführen sein, da die enzymatische Spaltung bei einem alkalischen pH 
erfolgte (Darie et al., 2004). 
Die Disulfidbrückenbildung in der ZP und den ZP-Domänen-Proteinen weist sowohl 
auf eine unabhängige Faltung ihrer Submodule als auch auf ein identisches 
Disulfidbrückenmuster in der N-terminalen Subdomäne hin. Die ZP-Domäne ist für 
die Polymerisierung einer großen Anzahl von extrazellulären Proteinen in Filamente 
mit ähnlicher supramolekularer Struktur verantwortlich (Jovine et al., 2002). Die 
Bildung von Disulfidbrücken zwischen den konservierten Cysteinresten scheint für 
die dreidimensionale Faltung und somit für die biologische Funktion des Moduls 
entscheidend zu sein (Jovine et al., 2002; Yonezawa und Nakano, 2003). Dies 
könnte bedeuten, dass in ZP-Domänen-Proteinen das N-terminale ZP-Submodul 
gleich gefaltet und für die Polymerisierung der Proteine zuständig ist. Die 
Subdomäne 2 könnte bei der Bildung der Proteinkomplexe eine regulatorische Rolle 
spielen. Die Vermutung wird dadurch gestützt, dass im murinen ZP-Domänen- und 
Plazentaprotein (PLAC 1) lediglich vier von sechs Cysteinresten konserviert sind. Sie 
entsprechen den Cysteinresten C1, C2, C3 und C4 der ZP-Domäne (Jovine et al., 
2005).  



















Abb. 4.6:  Zusammenfassung der identifizierten oxidativ-sensitiven Thiolgruppen 
des ZPA-Proteins. 
Es wurden tryptische Peptide mit einem Cysteinrest (rot) und mehreren 
Cysteinen (grau), welche eine BIAM- und/oder CAM-Gruppe und/oder keine 
Modifizierung enthielten, durch MALDI-ToF-MS detektiert. Das nicht 
identifizierte Cystein ist weiß dargestellt. 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl in der N-terminalen als auch in der C-
terminalen ZP-Subdomäne des ZPA-Proteins die gleichen Cysteinreste mit freien 
Thiolgruppen und nach Reduktion der Disulfidbrücken nachgewiesen (siehe 
Abb. 4.6). Darüber hinaus wurden Peptide detektiert, welche auf freie Cys-SH-Reste 
in dem ZPB- und ZPC-Protein hinweisen. Die von der Arbeitsgruppe von Nakano 
charakterisierten Proteine enthielten jedoch keine freien Thiolgruppen 
(Nakano und Yonezawa 2001; Yonezawa und Nakano, 2003). Dies könnte bedeuten, 
dass die in den Granulosazellen und der Oocyte während der Follikulogenese und 
Eizellreifung synthetisierten ZP-Proteine nicht nur Unterschiede in der Glykosylierung 
(siehe 4.1.2), sondern auch im Disulfidbrückenmuster aufweisen. So würden in 
späteren Entwicklungsphasen vorwiegend Proteine synthetisiert werden, deren 
dreidimensionale Struktur durch Disulfidbrücken stabilisiert wird. Andererseits ist es 
auch möglich, dass in der Follikulogenese bzw. Reifungsphase der Oocyte eine 
Oxidation weiterer Cysteinreste der polymerisierten Glykoproteine erfolgt. Die hier 
eingesetzten Oocyten aus präpuberalen Sauen befanden sich in verschiedenen 
Wachstumsstadien, während die Gruppe von Nakano vermutlich die ZP von Oocyten 
geschlechtsreifer Tiere isolierte. Die unterschiedlichen Ergebnisse könnten ein 
Hinweis darauf sein, dass die ZP von Oocyten in verschiedenen Wachstumsstadien 
unterschiedliche Disulfidbrückenmuster aufweisen. Es ist jedoch nicht 
auszuschließen, dass sich das Muster der Disulfidbrücken in den einzelnen 
Schichten einer ZP unterscheidet. Bereits Strukturanalysen mittels konfokaler 
Mikroskopie und Rasterelektronenmikroskopie zeigten Unterschiede in der 
Lokalisation, Dichte sowie auch Verteilung der oxidativ-sensitiven Cystein-SH-Reste 
in der ZP von Oocyten im GV- und MII-Stadium (siehe Abb. 4.7; Moreira, 2005).  
 
 




Abb. 4.7: Typische Verteilung der freien Thiolgruppen in der ZP von Oocyten im 
GV-Stadium präpuberaler Sauen (Konfokale Laser-Scanning 
Mikroskopie). 
Oocyten im GV-Stadium weisen eine unterschiedliche Verteilung von freien 
Thiolgruppen innerhalb einer und verschiedener ZP auf (Moreira, 2005). 
 
Die Daten würden die Beobachtung erklären, dass nur die ZP-Glykoproteine adulter 
Sauen in der Lage sind, nach Solubilisierung zu sphärischen Strukturen zu 
reaggregieren (Töpfer-Petersen, 1999a). In den Proteinen sind dementsprechend 
Disulfidbrücken ausgebildet, die zu einer stabilen Konformation der Proteine führen, 
welche für die Polymerisierung in Filamente verantwortlich ist. Die ZP präpuberaler 
Schweine enthält dagegen vorwiegend freie Cysteinreste. Ob das heterogene 
Disulfidbrückenmuster der Oocyten im GV-Stadium ein Phänomen des Wachstums 
oder der Reifung ist, kann zu diesem Zeitpunkt nicht gesagt werden. Um zu klären, 
wie sich das Disulfidbrückenmuster der ZP-Proteine bereits während der Entwicklung 
der Oocyte verändert und welche Cysteinreste für das so genannte „Zona Hardening“ 
oxidiert werden, bedarf es der massenspektrometrischen Untersuchung der oxidativ-
sensitiven Thiolgruppen in der ZP von Oocyten in definierten Follikel- und 
Reifestadien.  
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